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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los organismos vivos utilizan varios canales de comunicacidn (visual, acustico, eléctrico, etc.)
siendo el mediado por sustancias quimicas el mds antiguo y compartido por una gran variedad de
géneros.” Tanto las especies del Reino Animal como del Reino Vegetal secretan o liberan estas
sustancias de forma voluntaria o involuntaria y son responsables de generar respuestas durante los
procesos de comunicacién emisor-receptor, modificando asi el comportamiento de ambos. Las
sustancias quimicas involucradas en esta comunicacidn se denominan semioquimicos, y pueden
actuar entre individuos de diferentes especies (aleloquimicos) o entre individuos de una misma
especie (feromonas). Los aleloquimicos son clasificados de acuerdo al costo y beneficio del emisor
y/o receptor, encontrandose las kairomonas (el beneficiario es el emisor), alomonas (beneficiario es

el receptor) y sinomonas (emisor y receptor son beneficiados).!

Las feromonas son sustancias secretadas hacia el exterior del cuerpo del animal/insecto, a
diferencia de las hormonas, y participan en la comunicacidon dentro de una misma especie. En
funcidén de la interaccidén en la cual estan participando se pueden clasificar en diferentes categorias:
territoriales, de alarma, de camino, de agregacion, sexuales, de ovoposicidn, de estratificacion

social, etc.

Las sustancias utilizadas por los insectos para comunicarse pueden manipularse por el ser humano
con la finalidad de interferir en el éxito de esta comunicacidn. Es por esto que las feromonas
sexuales y de agregacion han sido estudiadas en muchas especies por su potencial como
herramienta para el manejo de plagas agricolas. Las tecnologias de control por medio de feromonas
tienen la ventaja de no dejar residuos y de afectar Unicamente la especie objetivo. Entre los
métodos de control, los mas comunes involucran la liberacion de feromonas en cantidades
suficientes para producir el fendmeno de confusidon sexual, por el cual se desensibilizan los
receptores en las antenas de los machos y éstos no son capaces de localizar a las hembras. Sin
embargo, su mayor utilidad en el manejo de plagas ha sido como una potente herramienta de
monitoreo.? Debido a su alta especificidad y poder de atraccién, las feromonas de un ndmero
importante de plagas agricolas se utilizan en trampas de monitoreo, donde la captura de machos
permite una evaluacion precisa y temprana de las variaciones poblacionales de la plaga,
posibilitando a técnicos y productores una planificacion adecuada para la aplicacién de insecticidas
o liberacidon de agentes de control bioldgico.? Esta estrategia de monitoreo y control se denomina

Manejo Integrado de Plagas (MIP) y tiene como objetivo evitar el uso innecesario de insecticidas,
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Introduccion

los cuales son altamente téxicos, a la vez que aumentan la eficacia y diversidad de los métodos de

control disponibles.

Por lo expuesto anteriormente, es que la sintesis de feromonas sexuales o de agregacién de
especies locales de importancia econdmica en los sectores agricola, horticola y/o forestal de la
region, es de suma importancia para su uso en el control y/o monitoreo de dichas especies,
permitiendo asi el desarrollo de un MIP que apunte a minimizar el uso abusivo de pesticidas de

amplio espectro.”

Los granos de cereales, junto a las oleaginosas y legumbres son la mayor fuente de alimento para
humanos y para la mayoria de los animales domésticos. Las producciones anuales de granos de
cereales en el mundo son de 530 (arroz), 508 (maiz) y 162 (cebada) millones de toneladas.’ En
Uruguay, la producciéon de cereales representa aproximadamente el 47% (2.026 millones de
ddlares) de su actividad agropecuaria (4.324 millones de ddlares).® Este tipo de productos requiere
el almacenamiento post cosecha, entre otras razones porque el volumen de produccion no coincide
con su consumo, y en algunos casos porque los tiempos pueden estar desfasados. En esta etapa de
almacenamiento puede haber pérdidas en cantidad y calidad debido al ataque de insectos,
roedores, pajaros y microorganismos. En el caso de los insectos, generan pérdidas en ambos
aspectos, ya que consumen los granos y/o pueden contaminarlos debido a su actividad metabdlica.
Asimismo esta actividad genera calor y humedad dando lugar al crecimiento de microflora sobre los
granos. Todo esto puede generar granos totalmente incomestibles.” Por esta razén, es que se
establecen como prioritaria la deteccién y remocién de insectos de los granos para asegurar su

durabilidad, seguridad y calidad del alimento.

El orden Coledptera cuenta con unas 350.000 especies conocidas, son el orden mas numeroso de
insectos, conformando uno de los grupos de mayor importancia econdmica por los perjuicios que

causan en la actividad agricola.*

Una de las especies relevantes en la region es Sitophilus granarius, Figura 1, siendo una de las
principales plagas que afectan a los granos almacenados, y por consiguiente requiere la adopcion
de constantes medidas de prevencién y control. El habitat de esta especie son silos, depésitos y
almacenes. Si bien de los granos afectados, el mas comun es el trigo, también ataca arroz, cebada,
avena, maiz y otros cereales. El gorgojo del trigo (denominacién comun) pertenece a la familia
Curculionoidae, mide de 3 a 4.5 mm de longitud y muestra una coloracién parda uniforme oscura y

brillante. Los adultos se alimentan externamente de cereales sin causar dafios mayores, mientras
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que las larvas viven en el interior de los granos donde destruyen gradualmente tanto el
endosperma como el embridn, volviéndolos inviables para el consumo humano y afectando su
poder germinativo. Las hembras generalmente copulan al dia siguiente de haber abandonado los
granos e inician las puestas tres o cuatro dias después. En general, depositan 200 huevos,
dejandolos individualmente y por lo comin no mas de uno por grano. Como requisito para la
puesta los granos deben tener un contenido de humedad superior al 10% a fin de permitir el
normal desarrollo de las larvas. Estas Gltimas emergen entre cinco dias y dos semanas después,
segun la temperatura. Cumplen toda su vida dentro de los granos y pasan por cuatro estadios. La

etapa pupal se cumple dentro del grano y los adultos aparecen entre una y tres semanas después. *

En 1982, Phillips y Burkholder describieron por primera vez la feromona de agregacion producida

por los machos de S. granarius, la cual atrae a ambos sexos.” Mas tarde fue identificada como

(25,3R)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de 1-etilpropilo y llamada sitofilato.?®

L G T

OH O
O

(2S,3R)-sitofilato

Figura 1. Sitophilus granarius y su feromona de agregacion sitofilato.

Esta feromona puede ser utilizada para la deteccion temprana de la plaga mediante trampas de
monitoreo, las cuales deben ser disefiadas teniendo en cuenta las caracteristicas de esta especie y
el ambiente afectado, en nuestro caso silos/almacenes. Los cebos utilizados en las trampas son
disefiados para liberar la feromona de forma constante y mantenida, la cual en algunos disenos
pueden durar semanas o meses. Esta liberacion sostenida se logra a través de la incorporacién de
compuestos que permiten enlentecer la dispensacion en la goma del cebo o a través del pasaje de
la feromona por un reservorio con una membrana semipermeable. Esta velocidad es dependiente
de la composicion quimica del reservorio o goma y de las condiciones ambientales (ej.

temperatura).’®

Para coledpteros, donde tanto larvas como adultos caminan sobre el sustrato o por el suelo, se han

desarrollado comercialmente trampas especificas para capturarlos en la superficie del producto en
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trampas de caida (“pitfall cone trap”) o incluso en su interior, (entre los granos almacenados) en
trampas de sonda de granos (“grain probe trap”). En la Figura 2 se muestran algunos de estos
disefios.’! Los dispositivos A y C, de tipo trampa de caida y trampa de sonda de granos
respectivamente, se colocan en la superficie de los granos y los escarabajos son atrapados
simplemente al caminar por encima de ellos. Estos dispositivos son de material plastico o metalico,
siendo los primeros mas baratos y sin riesgo de contaminar los granos. Su mecanismo de accion es
debido a que los insectos caminan sobre los orificios de la trampa y caen al interior de la misma,
guedando atrapados. El escape desde el interior de la trampa se dificulta por el disefio de las
paredes con angulos. Si bien este tipo de dispositivo puede ser utilizado sin feromona, el agregado
de un cebo con feromona de agregacién significaria un aumento en la actividad de la trampa a

diferencia del mecanismo pasivo."**?

El disefio B, es una trampa comercial, “dome”, que consta de
dos recipientes circulares plasticos en donde el cebo con la feromona se ubica en el plato exterior,
mientras que en el mddulo interior se encuentra una sustancia adherente capaz de retener los
escarabajos que ingresan."* Como Ultimo ejemplo (D), se muestra la trampa desarrollada por
Likhayo y Hodges para estudiar el comportamiento de dos especies del género Sitophilus tanto en
campo como en laboratorio.” La trampa esta construida en cartén y asegurada con pegamento;
consta de 2 paredes intersectadas cubiertas en sus superficies internas con pegamento y en su

extremo superior un dispensador de la feromona de agregacion y alimentos. A diferencia de los

otros dispositivos, este disefio es utilizado para capturar al insecto en vuelo.

D
. Cebo de comiday
feromona
P
Soporte y superficies interiores cubiertos de pegamento
no seco

Figura 2. Ejemplos de trampas de monitoreo para coledpteros.
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En Uruguay, aun no existen antecedentes de la utilizacién de feromonas de Sitophilus para su

monitoreo o control.

Las feromonas se caracterizan por su alta bioactividad y por su estricto reconocimiento quimico y
estereoquimico por parte de los insectos.’® Esto les permite a los organismos utilizar la quiralidad
como forma de diversificar su sistema de comunicacién. Solamente un enantiémero de sitofilato es
activo, mientras que el otro inhibe la actividad de feromona del compuesto.'” Esta dependencia de
la efectividad y selectividad de las feromonas con su grado de pureza estereoquimica requiere
disefiar esquemas sintéticos que involucran muchos pasos, que son muy costosos, y que utilizan

reactivos contaminantes del ambiente.

La biotecnologia ofrece una alternativa para enfrentar estos problemas, y mediante el uso de
biocatalizadores obtener funcionalizaciones regio- y estereoselectivas, reduciendo o eliminando el
uso o la generacion de sustancias peligrosas. Esta estrategia es en extremo relevante en la quimica

organica actual, y en especial de lo que hoy se conoce como “quimica verde”.

En este sentido, en las Ultimas décadas se comenzo a hacer uso de biotransformaciones altamente
estereoselectivas para la preparacién de bloques de construccion enantioméricamente puros, a
partir de los cuales se puede sintetizar con altos grados de pureza dptica, una gran variedad de

1.8 Collado et al. realizaron en 2007 una

compuestos de interés tanto académico como industria
revisién bibliografica en la que se describe extensamente el uso de estas metodologias en la

funcionalizacién de precursores en la sintesis de feromonas.™

Las feromonas de agregacion de coledpteros, a diferencia de las de lepiddpteros, son
fundamentalmente compuestos altamente funcionalizados, generalmente oxigenados ([3-
cetoésteres, B-hidroxiésteres, cetonas, [B-hidroxicetonas y [-dicetonas) con uno o varios centros
asimétricos.”” En particular, (2S,3R)-sitofilato, presenta una estructura d-alquil-B-hidroxiéster.
Dentro del orden Coleéptera podemos encontrar otros ejemplos de feromonas donde se reiteran
algunas de estas funcionalizaciones, por ejemplo en las especie Sitophilus orizae (gorgojo del arroz)
y Metamasius hemipterus (gorgojo de la cafia de azlcar del Oeste de la India) cuyas feromonas
presentan un grupo hidroxilo en la posicién B con respecto a una cetona, en vez de un éster, Figura
3. En el caso de la feromona del gorgojo de la cafia de azlcar (3-hidroxi-4-metilnonan-5-ona) no se

ha podido determinar aun la estereoquimica de la molécula.”

23



Introduccion

OH O O OH
% %
(4S,5R)-sitofiluro 3-hidroxi-4-metilnonan-5-ona
gorgojo del arroz gorgojo de la cafia de azucar

Figura 3. Feromonas de las especies S. orizae y M. hemipterus.

La utilizacion de las biotransformaciones para la sintesis de este tipo de sintones se ha ido
incrementando a lo largo de estos Ultimos afios, mostrandolas como metodologias eficientes para
la obtencién estereoselectiva de feromonas.’ Actualmente son ampliamente reconocidas como
alternativas eficientes a la sintesis organica tradicional y pueden llevarse a cabo mediante la
utilizacion de enzimas aisladas o de células enteras, presentando ambas practicas diferencias
significativas.”’ Si bien el uso de células enteras presenta como desventaja la generacién de
productos secundarios debido a la actividad de otras enzimas presentes, este tipo de metodologias
suelen ser menos costosas debido a la mejor estabilidad de las enzimas en el interior de la célula
frente a las condiciones ambientales. Asimismo, a diferencia de las enzimas aisladas, no existe la
necesidad de incorporar cofactores, tales como NADH o NADPH en el caso de deshidrogenasas,
dado que la célula los recicla de su propia maquinaria (incluso sin estar en etapa de crecimiento). Es
por estas razones que el uso de células enteras seria en principio la técnica de eleccién al momento

de disefiar las biotransformaciones a llevar a cabo en este trabajo.

La optimizacién de estas metodologias biocataliticas sera un aporte fundamental para la sintesis de
compuestos de interés para el control de plagas agricolas en nuestro pais. La utilizaciéon en el
proceso de una ruta sintética eficiente, econdmica y no contaminante viabiliza la produccién a
escala nacional del compuesto de interés, asi como de otros compuestos estructuralmente

relacionados, para el control de otras plagas que afectan la produccién agricola nacional.

Esta tesis plantea la evaluacion de procedimientos quimioenzimaticos, para la obtencién de a-
alquil-B-hidroxiesteres con alta pureza Optica. Las reacciones enzimdticas a estudiar son
reducciones y desracemizaciones, y se llevara a cabo un screening de hongos y levaduras para
seleccionar biocatalizadores eficientes. La metodologia y biocatalizador seleccionados seran una de
las herramientas a utilizar en el siguiente objetivo de este trabajo, que es la sintesis de sitofilato,

compuesto de interés para el manejo integrado de Sitophilus granarius en nuestro pais.
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2. ANTECEDENTES

1. UTILIZACION DE FEROMONAS EN EL MANEJO INTEGRADO DE PLAGAS (MIP)

A través de la historia, los insectos han sido un gran problema en el almacenamiento de granos de
uso alimentario, estimandose pérdidas en las cosechas por encima del 9% en paises desarrollados y
més del 20% en paises en desarrollo.! Estos granos son susceptibles al ataque de insectos
generando asi la ruptura del grano. Esto, junto a la elevacion de su temperatura y humedad lleva a
que también otros patdégenos puedan infectarlos, Figura 4. Es por estas razones que es necesaria su
proteccién ya que pueden contaminarse grandes cantidades de producto durante los largos

24

periodos de almacenamiento, llevando a importantes pérdidas econdmicas.”” Asimismo, se han

descrito reacciones alérgicas a lo excretado por los artrépodos de alimentos almacenados.?

Figura 4. Dafios causados por insectos en granos almacenados.

Habitualmente los cereales se almacenan en contenedores o se empaquetan durante un periodo
de tiempo variable, pero en general suficiente para que en caso de infestacidn, las plagas se
multipliquen hasta niveles intolerables, dada la elevada tasa intrinseca de crecimiento de la
mayoria de las especies. Por este motivo, al margen de las medidas preventivas que se adopten, es
conveniente establecer sistemas para la deteccidon precoz de la infestacion.” Algunas veces la
produccién puede ir infectada inadvertidamente con huevos, acaros, o incluso larvas que
completan su desarrollo dentro del grano (por ej. algunas especies de las familias Curculionidae y

Bruquidae, etc.).

Las metodologias disponibles para la deteccién de plagas incluyen sistemas de visualizacidn

basados en la espectroscopia de infrarrojo cercano,”® termosondas que permiten detectar el
.. 6

aumento de temperatura provocado por la actividad de la plaga en el producto,” o detectores

electrénicos de sonido.’ En el presente, estas técnicas necesitan atn ser perfeccionadas para ser

practicas y econdmicas.
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El control de plagas en granos almacenados histéricamente se ha realizado mediante el uso de
agroquimicos, practica que se mantiene hasta el dia de hoy. Sin embargo, si bien los insecticidas
guimicos son efectivos, también son nocivos para la salud humana y para el ambiente, y son toxicos
también para los enemigos naturales de la plaga, aumentando a su vez el nimero de especies que

se hacen resistentes a los mismos.***

Por lo tanto, el objetivo es reducir a corto plazo el uso de
pesticidas sobre todo cuando ellos entran en contacto directamente con el producto. En respuesta
a estos problemas es que se desarrolla el concepto de Manejo Integrado de Plagas (MIP), que
combina estrategias quimicas, bioldgicas y agrotécnicas de control con costos razonables y

minimizando el dafio ambiental.*?

Los organismos vivos utilizan sustancias quimicas para comunicarse entre ellos, asi como con su
entorno. Tanto las especies del reino animal como vegetal secretan y liberan estas sustancias,
generando una respuesta en la relacién emisor-receptor, desarrollando cambios en ambas especies.
Estas sustancias quimicas son conocidas como semioquimicos y son clasificadas en dos categorias:
aleloquimicos y feromonas. Los aleloquimicos son sustancias involucradas en la comunicacion
interespecifica y son clasificados de acuerdo al beneficio generado: kairomonas (emisor es

beneficiado), alomonas (receptor beneficiado), sinomonas (emisor y receptor beneficiados).™

Las feromonas son compuestos secretados hacia el exterior del cuerpo del animal/insecto, a
diferencia de las hormonas, y participan en la comunicacién dentro de una misma especie.’* En
funcién de la interaccion en la cual estan participando se pueden clasificar entre otras categorias
en: territoriales, de alarma, de camino, de agregacidn, sexuales, de ovopisicién o de estratificacion
social.’ La primera feromona en ser identificada fue la feromona sexual del gusano de seda
Bombyx mori, en 1959." Desde entonces se han identificado este tipo de feromonas para varias

16-19

especies de Lepidoptera y otros dérdenes, mientras que han sido identificadas feromonas de

agregacion para varias especies de Coleoptera, Dictyoptera, Hemiptera, Homoptera y Ortoptera.z’zo'

22

Las feromonas de agregacion son emitidas por uno de los sexos y atrae a ambos sexos hacia la
fuente de comida o para el apareamiento, promoviendo asi el movimiento desde grandes distancias
(bajas concentraciones de feromona) hasta el emisor (altas concentraciones) en cuyas cercanias se
detienen. Durante los ultimos 40 afios se han identificado las feromonas de mas de 40 especies de
insectos que afectan a los granos almacenados,®*** describiéndose para éstas dos tipos de ciclos

vitales diferentes. En polillas y algunos coledpteros (andbidos, briquidos, derméstidos), los adultos
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son de corta vida y no se alimentan. Sin embargo, en la mayoria de los coledpteros mas tipicos de
almacén (Cryptolestes spp., Oryzaephilus spp., Rhyzopertha spp., Sitophilus spp., Tribolium spp.,
etc.), los adultos son muy longevos, y se alimentan activamente del grano. Estos mecanismos se
corresponden con dos sistemas de comunicacién quimica totalmente diferentes.”” En el primer
grupo, existe una feromona sexual producida por la hembra, que garantiza el encuentro de los
sexos y posterior copula. Por el contrario, en las especies del segundo grupo son los machos los que
producen una feromona de agregacion que atrae tanto a hembras como a machos a una zona

determinada.® Este tipo de semioquimicos ha sido descrito para plagas de productos almacenados

26,27 28,29

pertenecientes a las familias de Bostrichidae, Curculionidae, Tenebrionidae,®® Cucujidae y

Silvanidae.*

Estos compuestos son voldtiles, altamente activos bioldgicamente y efectivos a bajas
concentraciones. Dado que no son tdxicas para plantas ni animales, el uso de feromonas sintéticas
podria ser una herramienta efectiva en el manejo de plagas, tendiente a disminuir el uso

1332 Estas podrian utilizarse para el monitoreo de la poblacién o para

indiscriminado de plaguicidas.
su control (trampas de captura masiva, confusiéon sexual, etc.)”® y en combinacién con
entomopatdgenos podrian proveer un control efectivo, sostenible y eco-amigable.”

El modo de aplicacién mas utilizado y exitoso de feromonas en manejo de plagas ha sido en
trampas de monitoreo, que consisten de un dispositivo plastico que contiene un emisor de
feromona y una superficie impregnada con pegamento. El individuo sigue el rastro de la feromona

233334 Esta técnica constituye una

hasta el dispositivo quedando atrapado en su superficie o interior.
manera eficiente, facil y extremadamente sensible para detectar los insectos en las instalaciones
del depdsito, y un mecanismo para el control de la plaga. Esta metodologia de monitoreo ha sido
extensamente explorada y se han modificado algunos factores a los efectos de mejorar su

29,35

eficiencia: combinacién de feromona y alimento para mejorar la atraccion, o disefios que

permitan atrapar mas de una especie simultaneamente.**’

Dentro de las metodologias para el control de una poblacién de insectos se encuentra la captura

masiva (mass trapping), que es una proyeccion légica de las trampas de monitoreo e involucra la

localizacién de un gran nimero de trampas en varias posiciones estratégicas para remover una gran
. s . .. . s . , . 15

proporcién de individuos de una poblacién plaga y conseguir asi un control efectivo.™ En general,

este método funciona bien cuando los umbrales de tolerancia no son muy restrictivos y la densidad

poblacional de la plaga no es muy alta.® Una variante en esta metodologia es utilizar un cebo

impregnado con feromona y un insecticida (attract and kill).*®
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Algunos estudios de laboratorio de la década del 80, han concluido que la técnica de captura

1339 Comunmente en esta metodologia,

masiva no es efectiva para plagas de granos almacenados.
se utiliza una feromona sexual producida por las hembras, atrayendo Unicamente machos. Esto es
una limitante importante, ya que las hembras que han sido copuladas no son atrapadas y por lo que
la siguiente generacion de larvas tampoco. Para atraer ambos sexos de una poblacion lo mas
efectivo es usar una feromona de agregacién. La aplicacion de trampas con feromona de
agregacion para captura masiva ha sido utilizada con buenos resultados en el control de plagas en

coledpteros. 4

La técnica de confusién sexual (mating disruption) se utiliza para el control de la poblacién y
consiste en saturar el ambiente con la feromona mediante la distribucion en campo de numerosos
microdifusores. En este ambiente los insectos tienen grandes dificultades para localizar a las

hembras y el nimero de cépulas se reduce considerablemente.®

El disefio de las trampas con feromonas es muy variado en funcion de la especie a atraer y el
objetivo (monitoreo o control de la poblacién). En coledpteros, donde tanto larvas como adultos
caminan sobre el sustrato o por el suelo, se han desarrollado comercialmente trampas especificas
para capturarlos en la superficie del producto (trampas de caida o foso) o incluso entre los granos

842 Las trampas de caida (pitfall) y trampa sonda de granos (grain probe

(trampa sonda de granos).
trap), son colocadas en la superficie de los granos y los escarabajos son atrapados simplemente al

caminar por encima de ellos.

Otra metodologia alternativa para la sustitucion o disminucion del uso de pesticidas
convencionales, es la integracion de semioquimicos con entomopatogenos. Los entomopatdgenos
presentan como ventajas la seguridad para los humanos y el ambiente dada su especificidad, el uso
en muy pocas cantidades y que a menudo se degradan rapidamente. Existen mas de 800
formulaciones registradas en Estados Unidos, encontrandose especies de bacterias, virus, hongos y
protozoarios.** Uno de los primeros ejemplos de esta metodologia fue el descrito por Burkholder y
Boush,® utilizando una feromona para atraer Trogoderma glabrum hacia la fuente donde se
encontraba el protozoario patégeno Mattesia spp. El problema de este tipo de practicas es que los
patdgenos muchas veces son especificos para una especie determinada dificultando asi el disefio
de sistemas que controlen varias especies a la vez. Recientemente, se utilizaron pellets

impregnados de grasa vegetal con una feromona de agregacion y con el hongo entomopatégeno
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Beauveria bassiana, para atraer y matar Prostephans truncatus.*® Los resultados obtenidos

mostraron esta metodologia como promisoria para el control de esta plaga en almacenes de maiz.

Una de las especies de importancia econdmica en nuestra regidn, es Sitophilus granarius, Figura 5,
dado que es una de las principales plagas que afectan a los granos almacenados, y por consiguiente
requiere la adopcion de constantes medidas de prevencién y control.® Su habitat es en silos,
depdsitos y almacenes. Si bien de los granos afectados, el mds comun es el trigo, también ataca
arroz, cebada, avena, maiz y otros cereales.* El gorgojo del trigo (denominacién comun) pertenece
a la familia Curculionoidae, mide de 3 a 4.5 mm de longitud y muestra una coloracidon parda
uniforme, oscura y brillante. Los adultos se alimentan desde el exterior del grano sin causar dafos
mayores, mientras que las larvas viven en el interior donde destruyen gradualmente tanto el
endosperma como el embrién, volviéndolos inviables para el consumo humano y afectando su
poder germinativo. Asimismo, el ataque frecuentemente provoca el calentamiento de los granos
almacenados, produciendo condensacion de humedad y enmohecimiento. Las hembras
generalmente copulan al dia siguiente de haber abandonado los granos e inician las puestas tres o

cuatro dias después.*

En 1982, Phillips y Burkholder describieron por primera vez la feromona de agregacion producida
por los machos, que atrae a ambos sexos.* Esta feromona fue luego identificada como (25,3R)-3-

hidroxi-2-metilpentanoato de 1-etilpropilo y llamada sitofilato.***’

En 1994, Plarre estudio el efecto de sitofilato sobre la dispersion y agregacién de los individuos de
Sitophilus granarius.”® Este trabajo confirmé el resultado obtenido por Phillips et al. en 1989,% en
cuanto a la atraccion de S. granarius por (2S,3R)-sitofilato en su habitat natural. Ambos sexos, tanto
en sus estados virgenes como copulados, respondieron de forma positiva a la feromona, pudiendo

identificarse claramente los sexos en el grupo de insectos.
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Figura 5. Sitophilus granarius “gorgojo del trigo”.

En los afios siguientes, se continud estudiando la distribuciéon y comportamiento de esta especie al

49,50

contacto con la feromona sitofilato, mostrando a este método como prometedor para fines de

monitoreo.

2. BIOCATALISIS EN SINTESIS
2.1- Introduccidn

Histéricamente, la biotecnologia involucraba algunos procesos de elaboraciéon de alimentos, por
ejemplo la fabricacién de vinos, cervezas, quesos, etc., de los cuales se conocia la técnica a
desarrollar sin tener claramente identificados los mecanismos moleculares involucrados. En las
décadas siguientes, el avance en el conocimiento de la microbiologia y la bioquimica trajo como

resultado una mayor comprensidn de estos procesos.”*

Dentro de la Biotecnologia, el area de las biotransformaciones ofrece, a través del uso de
catalizadores bioldgicos, la posibilidad de convertir un sustrato en producto por medio de pasos
enzimaticos, generalmente en forma quimio-, regio- y estereoselectiva. Esto ha llevado a que
durante los pasados 50 afios el uso de enzimas como biocatalizadores, para la obtencién de
compuestos enantioméricamente puros, se haya establecido como una metodologia recurrente
dentro de los procesos de manufactura, especialmente en la industria agroquimica y

farmacéutica.”>”’
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Es importante diferenciar los términos Biotransformacion y Biocatdlisis. Una biotransformacién
involucra reacciones en las que un compuesto quimico es modificado dentro de un sistema vivo sin
necesidad de que ese proceso sea parte del metabolismo del organismo, y sin utilizar al sustrato
como fuente de carbono. La biocatdlisis en cambio, es un término mas amplio que involucra todas
las reacciones en las que un compuesto quimico es modificado con intervencién de un catalizador
bioldgico.*®

La utilizacién de la biocatalisis en sintesis organica es atractiva debido a su capacidad de introducir

980 En |a actualidad, se dispone de una bateria de herramientas

quiralidad de forma selectiva.
biocataliticas que permiten disefiar rutas de sintesis quimioenzimaticas cuyas premisas sean
eficiencia (maxima economia atdmica, bajo consumo energético) y minima generacién de residuos,

ambas bases de la Quimica Verde.®*

2.2- Biocatalizadores

La incorporaciéon de metodologias biocataliticas en la industria del medicamento se da
habitualmente en procesos que involucran varias etapas, sustituyendo en general a métodos de
produccién tradicionales. Asi es que la asistencia por parte de la biocatdlisis en sintesis complejas
ha ido incrementandose, dando lugar al desarrollo de rutas quimioenzimaticas de produccion.®
Estas biotransformaciones son reacciones quimicas catalizadas por estructuras proteicas

denominadas enzimas, que pueden ser utilizadas tanto de forma aislada como en células enteras.

Si bien el uso de enzimas aisladas o células enteras comparten varias ventajas frente a la quimica
organica convencional, como son la alta regio- y estereoselectividad, condiciones de reaccion
“suaves”, posibilidad de modificacion de la eficiencia y especificidad de las enzimas mediante
ingenieria genética, etc., existen algunos factores en los cuales se diferencian y que determinan la
eleccién de una u otra al momento de disefiar un proceso. Las enzimas aisladas pueden presentar
inestabilidad por encontrarse expuestas al medio de reaccion, y algunas requieren el uso de
cofactores (enzimas redox), dependiendo de la implementacidon de un sistema de regeneracion de
los mismos.® Por otro lado, el uso de células enteras presenta en muchas ocasiones la ocurrencia
de transformaciones no deseadas en paralelo, debido la presencia de otras enzimas, disminuyendo
asi el rendimiento de la biotransformaciéon. Asimismo, pueden ocurrir problemas en el transporte
del sustrato o producto al interior y exterior de la célula, como también dificultades en el caso de
que el producto formado resulte tdéxico para la célula, lo cual resulta en baja de los

58,63

rendimientos. El desarrollo de tecnologias de ADN recombinante ha permitido sortear o
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disminuir muchos de estos inconvenientes por medio de la sobreproduccién de una enzima,
modificacion de las vias metabdlicas del organismo huésped, etc., brindando al drea de la ingenieria

de los bioprocesos una alternativa de mejoramiento de la eficiencia.®*®

Los sistemas de célula entera pueden ser desarrollados mediante dos procedimientos: células en
crecimiento y células en reposo (resting cells). Las células en crecimiento tienen mayor actividad,
pudiendo dar ademas mayor nimero de reacciones secundarias. Asimismo, el aislamiento de los

productos es mas dificultoso.®’

En la actualidad se conocen mdas de 3000 enzimas, de las cuales cientos estdn disponibles

comercialmente.® Estas enzimas se clasifican en seis clases:

Oxidoreductasas (EC 1.-)
Transferasas (EC 2.-)
Hidrolasas (EC 3.-)
Liasas (EC 4.-)

Isomerasas (EC 5.-)

AN S

Ligasas (EC 6.-)

De las clases de enzimas descritas, las mas cominmente empleadas para fines sintéticos son las
hidrolasas, utiles entre otras cosas para la resolucion de racematos y desimetrizacion de
compuestos meso con la consiguiente generacion de estereoisémeros puros. El grupo que le sigue
en cuanto a su utilizacidn en sintesis es el de las oxidoreductasas, frecuentemente empleadas en
reacciones con células enteras, especialmente sobreexpresadas en microorganismos

recombinantes.’®

La obtencidn de compuestos enantioméricamente puros puede darse a través de una sintesis
asimétrica, o de una resoluciéon cinética. El proceso en el cual uno de los enantidmeros de una
mezcla racémica es transformado mas rapidamente que el otro, se denomina resolucién cinética de
racematos, y ocurre debido a que las constantes de velocidad para la transformacién de uno y otro
enantiomero son diferentes. En los casos en que existe una marcada diferencia entre las constantes
de velocidad de ambas reacciones, puede modificarse uno solo de los enantiémeros y obtenerse,
en el mejor de los casos, un producto dpticamente puro con 50% de conversion. La sintesis

asimétrica en cambio, presenta como ventaja valores de conversién tedricos de hasta 100%.
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En los ultimos afios el desarrollo de la resolucion cinética dinamica (RCD) ha subsanado esta
limitacion fundamental de la resolucidn cinética clasica. A través de reacciones de racemizacién es
posible disminuir el porcentaje del enantidmero no deseado, por medio de su racemizacion in situ

desplazando el equilibrio hacia la obtencion del producto de interés.®

2.3- Biotransformaciones aplicadas

Como se describid en los parrafos anteriores, en la actualidad existen varias alternativas
enzimaticas a algunas reacciones de quimica orgdnica convencional. Es por esta razén que en este
trabajo de tesis se propone la sintesis de sitofilato, feromona de agregaciéon de S. granarius,

mediante una ruta sintética quimioenzimatica.

A continuacidn se describen brevemente los aspectos mas importantes de la reduccién,

desracemizacidn y transesterificacion enzimaticas:
2.3.1- Reducciones:

La reduccidon asimétrica de cetonas proquirales es una transformacién esencial en sintesis organica,
dada la prevalencia de alcoholes secundarios quirales en compuestos naturales y biolégicamente

activos, Esquema 1.

Esquema 1. Reduccién asimétrica de cetonas proquirales.

La reduccidn asimétrica mediante procesos catalizados enzimaticamente se ha vuelto una
metodologia de uso comun durante la dltima década para la preparacion, entre otros, de

8471 | as reducciones enziméticas de

intermedios hidroxilados quirales de productos farmacéuticos.
compuestos carbonilicos son catalizadas principalmente por alcohol deshidrogenasas (ADHs),
denominadas segun la clasificacion como EC 1.1.1.1, siendo el hidruro donado por los cofactores
NADH, NADPH o FADH,.>*”* La enzima y el cofactor trabajan juntos para catalizar la reaccion. Por
ej. en la reduccidon con NADH la primera etapa es la union entre el cofactor y el sustrato a la enzima,
luego el sustrato es reducido mientras que el cofactor es oxidado. Al finalizar, el cofactor y el
producto se disocian de la enzima. El mecanismo de reaccion de las deshidrogenasas dependientes
de NAD(P)H ha sido estudiado en detalle.”* La transferencia del 4tomo de hidrogeno ocurre por la

cara Si o Re del grupo carbonilo, resultando en el alcohol (R) o (S), respectivamente. Tanto el NADH

como el NADPH tienen dos atomos de hidrégeno diasterotépicos (pro-R y pro-S), que pueden
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transferir el hidruro a un sustrato oxidado (aldehido, cetona o imina). Estos sustratos tienen dos

caras diasterotdpicas o enantiotdpicas (cara-Re o cara-Si) en el carbono sp” que sera reducido.

Tedricamente, cualquier reaccién redox dependiente de NAD(P)H puede ocurrir
estereospecificamente via uno de los cuatro posibles caminos para generar cada uno de los
isdmeros del producto, Figura 6. En la practica, la mayoria de las alcohol deshidrogenasas catalizan
la transferencia del atomo de hidrégeno pro-R desde el C-4 del cofactor de nicotinamida a la cara-
Re del grupo carbonilo del sustrato, generando el correspondiente alcohol (S). Dependiendo del
sitio de unidn del cofactor a la enzima, se transferira el hidrégeno pro-R o pro-S desde el C-4 de la

nicotinamida.”®

ADPR=

|l
HO-P-0-CH,

< 1
Hs Hgr /\ S HS”- Hr HO—E’=O
L___CONH, (ﬁ/CONHZ 0 OH OH
CH
cara Si cara Re N 20
'}l ADPR /N
ADPR ] N . NH,
NAD(P)H OH OX '
H NAD(P)H NN
OH CONH X =H, NADH =~
)\ 2 X =POzH, NADPH
o ()
Producto ’}l (E4, Ey, E3, E4 son diferentes clases de
ADPR enzimas)
NAD(P)’

Figura 6. Transferencia del hidruro de la coenzima, NAD(P)H, al grupo carbonilo.

Los cofactores NADH y NADPH son costosos, por lo tanto es necesario contar con la transformacién
del estado reducido al estado oxidado de los mismos, acoplado a un sistema de regeneracion del
cofactor reducido, de modo de promover la biotransformacion. Esta regeneracidén requiere de
fuentes de electrones para que pueda llevarse a cabo la reduccidén de estos cofactores. Existen
varios métodos descritos para la regeneracién de cofactores (enzimaticos, quimicos,
electroquimicos o fotoquimicos), entre los cuales, los enzimaticos se destacan como los mas
eficientes y frecuentemente utilizados.” En los métodos enziméticos, se utiliza un sustrato de
sacrificio que puede ser un alcohol, como etanol o 2-propanol,’ o aztcares y derivados (ej. glucosa,

tc:,flucosa—6—fosfato),75 amino-acidos,”® etc. que, a través de su oxidacidn enzimdtica catalizada por la
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misma deshidrogenasa que cataliza la reaccidn, o por otra, utiliza el cofactor oxidado, regenerando

su forma reducida y permitiendo el avance de la reaccidn.

Actualmente existen al menos 150 alcohol deshidrogenasas diferentes disponibles en el mercado,
lo cual permite seleccionar la mas apropiada para la reaccién que se esta disefiando.” Incluso,
seleccionando una enzima adecuada, este resultado estereoquimico de la reaccién no es incierto
sino que puede predecirse adecuadamente mediante la Regla de Prelog.®® Formalmente, la regla de
Prelog es una regla empirica, que establece que el hidruro se adiciona sobre la cara re de la cetona
originando el producto S, Figura 7. Algunas enzimas o sistemas enzimaticos originan el producto
con configuracién opuesta pero la mayoria sigue esta regla con mayor o menor grado de
selectividad. La selectividad se determina por la diferencia relativa de tamafio entre los
sustituyentes a ambos lados del grupo carbonilo. Dados los resultados experimentales se sugiere
que la selectividad de la enzima se debe a una forma preferencial de acomodar el sustituyente mas
voluminoso y el de menor tamafio en su sitio activo. Cuando los sustituyentes son de tamaio
similar el compuesto puede encajar en el mismo de dos maneras y por lo tanto la

estereoselectividad de la reaccion disminuye. ¥

H
pro R

Antiprelog

cara si

pro §

.

cara re

Figura 7. Reduccion estereoselectiva de cetonas. Regla de Prelog.

2.3.1.1- Fuentes de enzimas redox:

El origen de las enzimas redox utilizadas en biocatalisis es muy diverso, pudiéndose obtener de la
mayoria de los organismos vivos. A continuacidn, se describen brevemente algunas de las fuentes

de los biocatalizadores mas frecuentemente utilizados en reducciones enzimaticas.

1. Plantas:

Existen varios trabajos en los que se ha descrito el uso de cultivos celulares u érganos de plantas

64,81-83

para la reduccién de cetonas y aldehidos a sus correspondientes alcoholes. Estas reducciones

ocurren, por lo general, de acuerdo a la regla de Prelog.
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Baldasarre et al. describieron por primera vez el uso de raices de zanahoria (Daucus carota) para la
reduccidon de cetonas proquirales.®® Posteriormente, Yadav estudié la bioreduccién de cetonas

885 Al momento,

alifaticas, aromaticas y ciclicas, asi como de B-cetoésteres con este biocatalizador.
se han publicado muchos trabajos estudiando la capacidad de D. carota como agente bioreductor
de diferentes compuestos carbonilicos,®*” y si bien se han descrito buenos resultados en cuanto a
los valores de conversién y enantioselectividad, también se ha descrito el problema de
contaminacién microbioldgica asociada al uso de fragmentos de vegetales como biocatalizadores.”
Actualmente se han aislado cientos de microorganismos endofiticos de la raiz de zanahoria capaces
de llevar a cabo la reduccién de grupos carbonilos con diferente enantio- y diasteroselectividad.®
En el aiflo 2007, Rodriguez et al. estudiaron el comportamiento de la reduccién con D. carota del a-
propargilacetoacetato de etilo en presencia de un inhibidor bacteriano y fungico. Los resultados
mostraron una disminucién en los valores de conversidn y exceso diastereomérico, bajando de un
85% (conversion) a 4% y de un 48.7% de (anti) a 20% de (anti).?’ Este trabajo presenta como

hipdtesis que en la reduccion de cetonas y cetoésteres con fragmentos frescos de zanahoria

podrian estar involucrados algunos de los microorganismos endofiticos de dicha raiz.”*

Si bien las células de D. carota han sido las mas utilizadas en la reduccién de compuestos
carbonilicos, células de Raphanus sativus,” Passiflora edulis,”* Cocos nucifera,92 Apium
graveolens,” Armoracia lapatifolia > y legumbres tales como Pisum sativum,” Phaseolus angularis
% y Phaseolus aureus,” entre otros, han sido también utilizadas como biocatalizadores en

reducciones u oxidaciones catalizadas por deshidrogenasas.

En los ultimos afios, se han utilizado también cultivos de raices peludas de diversas plantas, mas
allda de la ya descrita D. carota, como sistemas de biocatalizadores altamente efectivos.” Los
mismos presentan actividad en distintas clases de biotransformaciones (glicosilacién/glucosilacion,
reduccion, hidroxilacion, oxidacién, esterificacién, etc.), representando las reducciones

aproximadamente un 20%. Se han utilizados, entre otros, cultivos celulares de Cyanotis

99 100
l,

arachnoidea,’® Pharbitis nil,*® Brassica napus,” Raphanus sativus,”® mostrando todos ellos buena

regio- y estereoselectividad.

2. Bacterias:

Las bacterias utilizadas en biocatalisis pertenecen a una amplia variedad de géneros, incluyendo
Escherichia, Rhodococcus, Bacillus, Lactobacillus, Nocardia, Pseudomonas, Acinetobacter,

Alcaligenes, Corynebacterium, Synechococcus, entre otras.®*®
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En reacciones catalizadas por células enteras, la primera opcién a considerar es el procedimiento
clasico de cultivo del microorganismo nativo. Este procedimiento tradicional presenta problemas en
cuanto a la purificacidn de los productos y a las posibles reacciones secundarias. Algunos de estos
problemas pueden ser subsanados mediante la manipulacidon genética del microorganismo nativo
para evitar la degradaciéon enzimatica de los productos o las reacciones paralelas, mediante el
bloqueo de los genes responsables de las vias metabdlicas no deseadas. De esta forma la cepa
salvaje del microorganismo puede ser modificada con el objetivo de optimizar la expresién de la
enzima y mejorar los resultados de la biotransformacion.® Sin embargo, lo mas frecuente es
optimizar la expresion de la enzima en huéspedes recombinantes, por ej. en E. coli, de la que se
conoce el genoma completo desde 1997 y es una muy buena célula huésped para la manipulacidon

10219 yna vez que la enzima se ha expresado adecuadamente en un huésped

genética.
recombinante, la ingenieria de los procesos biocataliticos debe evaluar todos los pardametros del
proceso para conseguir escalarlos con buenos resultados en rendimientos y costos. Hay numerosos
antecedentes en el uso de células recombinantes, no sélo con bacterias como células huésped sino

también con levaduras.**'%®

Dentro de los antecedentes de procesos industriales utilizando estas “células de disefio”
bacterianas se encuentra el proceso desarrollado por la empresa alemana Degussa, en el cual se
. .. ... . -1 .
consigue la reduccidn asimétrica de cetonas a altas concentraciones de sustratos (210 gL™) y sin
necesidad de agregado externo de cofactores.'”” Este proceso de reduccién, estudiado y descrito

1% nermite obtener un amplio rango de alcoholes con estereoquimica (R) y (S)

por Gréger en 2006,
con buenos valores de conversion (>95 %) y excesos enantioméricos (>99.8 %). Para la obtencién de
alcoholes (R), se selecciond una alcohol deshidrogenasa (R)-especifica de Lactobacillus kefir,
clonada y expresada en E. coli DSM14459 y una glucosa deshidrogenasa de Thermoplasma
acidophilum para la regeneracién del cofactor. Para la sintesis de alcoholes (S), se eligid una
deshidrogenasa de Rhodococcus erythropolis y una glucosa deshidrogenasa del B. subtilis para

regenerar los cofactores. Ambas fueron clonadas y expresadas en la misma E. coli DSM14459.'%

Otro ejemplo de utilizacién de bacterias recombinantes en procesos biocataliticos es el
desarrollado por la empresa Lonza para la reduccion de B-cetoésteres, utilizando una cepa de E. coli
como célula huésped. En este caso la enzima responsable de la reduccién de la cetona fue aislada
de Sporobolomyces salmonicolor, y la glucosa deshidrogenasa utilizada para regenerar el cofactor

109

proviene de Bacillus megaterium.” La biotransformacion se lleva a cabo en un sistema bifasico
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agua/acetato de butilo para evitar la inhibicién de la reductasa por el sustrato o el producto,

consiguiéndose un rendimiento de 50% y un exceso enantiomérico mayor a 99%.

3. Hongos y Levaduras:

Tradicionalmente estos microorganismos han sido muy estudiados para la obtencidon de productos
provenientes de procesos biocataliticos (ej. bebidas fermentadas, panificados, lacteos). En
particular, el auge en las reacciones enzimaticas de reduccién comenzé con uso de la levadura de
panificacion (Saccharomyces cerevisiae) para la fabricacion de bebidas y productos panificados,

siendo actualmente muchos los trabajos en los que se ha explorado su capacidad reductiva de

110-113

compuestos carbonilicos. Las reducciones catalizadas por S. cerevisiae por lo general siguen la

regla de Prelog,® y toleran una diversidad amplia de sustratos monocarbonilicos (aldehidos o

cetonas) con sustituyentes alquilo o arilo, asi como compuestos dicarbonilicos (ciclicos y aciclicos a-

114-124

y B-dicetonas, a- y B-cetoésteres). Una de las razones de este comportamiento se debe a la

presencia de numerosas reductasas que actlan simultdaneamente. Algunas de ellas presentan

enantioselectividades opuestas, lo cual en muchos casos disminuye la pureza dptica del producto

obtenido.””'®

Un alternativa a la levadura de panificacion es el hongo filamentoso Geotrichum candidum, que

posee una gran cantidad y variedad de alcohol deshidrogenasas, lo que le permite desarrollar una

126-128

alta actividad de oxidacién y reduccidn en sustratos no naturales. Este hongo reduce cetonas

129,130 131,132 134-136

aromaticas, B-cetoésters, cetonas on,B-insaturadas,133 y cetonas alifaticas, a los
correspondientes alcoholes con estereoquimica (S) con excelentes resultados (> 99% ee). **’ Un
ejemplo, es el uso de células enteras de G. candidum en la preparacién de (S)-4-cloro-3-
hidroxibutanoato de metilo, un intermedio clave en la sintesis del farmaco inhibidor de la hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA), que regula la sintesis de colesterol en el organismo.

El rendimiento y enantioselectividad de esta bioconversion son excelentes (> 98%), Esquema 2.%

41



Antecedentes

O Geotrichum OH
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Esquema 2. Sintesis del (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de metilo mediante G. candidum.

En la literatura ha sido extensamente descrito el uso de hongos y levaduras para la reduccion de
cetonas proquirales, especialmente en los procesos de la industria farmacéutica en donde la pureza

dptica es un requerimiento imprescindible.’*>*®*

Un ejemplo representativo es la reduccién
estereoselectiva de aril oxihalo-2-propanonas, siendo éste un paso clave en la sintesis del B-
bloqueante (S)-propanolol.*® Otros ejemplos son la obtencién de los precursores (S)-2-cloro-(3,4-
diclorofenil)etanol y (R)-2-cloro-(4-nitrofenil)etanol, importantes en la preparacién de (1S,4S)-(+)-

139

cis-sertralina (un inhibidor de la recaptacidon de serotonina),”™ y de benzoinas homoquirales

(posibles precursores del bupropion, indinavir, etc. ) respectivamente.**

La reduccidn asimétrica de cetonas proquirales catalizadas por hongos ha sido una herramienta
estudiada durante varias décadas. Esto ha permitido en la actualidad contar con un espectro de
biocatalizadores capaces de reducir un amplio rango de compuestos carbonilicos con
estereoespecifidad determinada, con buenos resultados en cuanto a pureza dptica y rendimiento

I 57,105,141-143

globa

4. Enzimas aisladas:

Si bien en la naturaleza existe una gran cantidad de “fabricas celulares” para la reduccién asimétrica
de cetonas proquirales, en muchas ocasiones éstas no fueron consideradas una alternativa real que
compitiera con los métodos quimicos tradicionales.** A pesar de las condiciones suaves en las que
se puede trabajar en biotransformaciones, otros parametros industriales relevantes como el costo
del proceso, productividad, concentracion del producto final, y/o complejidad de los procesos
determinan que auln no sean una alternativa atractiva para la industria. La causa principal de estas
limitaciones fue desde el inicio el uso de cultivos celulares en crecimiento o en reposo, que son por

lo general lentos, y posibilitan el desarrollo de otras reacciones secundarias. Asimismo, el
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equipamiento especifico y el conocimiento de procesos microbiolégicos no habituales en las
industrias, limita ain mas el uso de procesos bioreductivos. Utilizando enzimas aisladas, y con la
consiguiente optimizacion de sistemas de regeneracion de cofactores, muchos de estos problemas

podrian ser evitados.'*®

El nimero de enzimas redox facilmente manipulables y accesibles comercialmente se ha
incrementado notoriamente en los Gltimos afios.'* Actualmente se conocen una gran variedad de
enzimas diferentes y muchas de ellas se encuentran disponibles comercialmente. Algunas de las
deshidrogenasas mas relevantes a nivel industrial son las provenientes de Rhodococcus sp.,**®
Lactobacillus sp.,** Pseudomonas sp.,*’ y Thermoanaerobium brockii.**® Sin embargo, si bien este
incremento en el numero de enzimas disponibles ha hecho mas facil el desarrollo de la biocatalisis,
la potencialidad de estos procesos como herramienta en sintesis organica no ha sido desarrollada
aun en su maxima capacidad. En muchas ocasiones las modificaciones en los parametros del
proceso no son suficientes para obtener los resultados buscados, lo que lleva a la necesidad de
modificar la performance de los biocatalizadores de otro modo. Esto a menudo se consigue por
medio de estrategias de ingenieria genética, que permiten mejorar los resultados de eficiencia
globales de los procesos. Durante las Ultimas décadas se han aislado, purificado, caracterizado y

149-151

clonado una gran variedad de aldo-ceto-reductasas microbianas, a la vez que se han disefiado

muchos mutantes a través de procedimientos de ingenierfa genética.”>>*>

Los métodos de modificacidon genética de enzimas pueden clasificarse en dos categorias: mutacién
racional (a través de una mutacién puntual sitio-dirigida) o por medio de una mutacién al azar
(cambio de un amino acido al azar para crear una gran biblioteca de proteinas mutantes, seguida de
una seleccién de la proteina con la actividad buscada). Cuando no se conoce la estructura
tridimensional de la enzima, por lo general el método elegido es producir mutaciones al azar. Un
ejemplo de diseno racional en la modificacién de una deshidrogenasa, es el descrito por el grupo
de Ziegelman-Field.” La enzima modificada fue una alcohol deshidrogenasa de
Thermoanerobacter ethanolicus 39E (TeSADH) estable a temperaturas altas y en disolventes
organicos. Si bien esta enzima actua sobre un amplio rango de sustratos, no permite obtener (S)-1-
fenil-2-propanol, un precursor de la mayoria de los insumos farmacéuticos que contienen alcoholes
secundarios. Al investigar el modelo estructural de la enzima, se encontré que un residuo de
triptofano era el responsable de obstruir la unién 1-fenil-2-propanona al sitio activo de la enzima. El

reemplazo de este aminodcido por alanina, llevd a que la enzima mutante cambiara
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significativamente su especificidad de sustratos, siendo ahora activa para la obtencién de (S)-1-

fenil-2-propanol, asi como sobre derivados arilicos de fenil- y bencilcetonas, Esquema 3.

o) OH
TeSADH mutante W1 10A h
)LR SONTph (), 99% conv.,> 99%ee
~ 2-PrOH
(reciclado NADPH) OH O
/\)J\Ph (3S), 98% conv., > 99% ee
OH
/\/Ph (S), 95% conv., 37% ee
OH
: Ph (2S,3R)
/\l/\ 83% conv.,>99% ee, 84% de
Cl

Esquema 3. Aumento en la tolerancia de sustratos por medio de una mutacidn racional de la TeSADH.

2.3.2 Desracemizaciones

Las desracemizaciones pueden ser llevadas a cabo a través de métodos diferentes, como ser
resolucion cinética, resolucion cinética dinamica o estereoinversion. Este ultimo método, serd el
Unico descrito brevemente en este punto. Su mecanismo se explica como dos procesos redox
involucrando dos enzimas con diferentes esteroespecificidades. Una enzima cataliza en forma
reversible la oxidacién de sélo uno de los enantiomeros, mientras que otra enzima reduce la cetona

al otro enantidmero del alcohol, que se acumula en el medio de reaccién, Esquema 4.7

OH OH |

P
R _?_ R oxidacion R-selectiva R reduccién S-selectiva | B

S
+
OH O
A N

R"R R’ R R

R OH
NAE-I-“\IAD" RTSR
\_/

rac-1
Esquema 4. Desracemizacion de alcoholes secundarios.

Algunos ejemplos de estereoinversidn se describen en los trabajos de Nakamura et al., en que
utilizan B-hidroxiésteres alifaticos (3-hidroxibutanoato y 3-hidroxipentanoato de metilo) como
sustratos, utilizando células enteras de G. candidum IFO 5767. La mezcla se enriquece en el
enantiémero (R), obteniéndolo con un 97-99% ee y 26-48% de rendimiento global.'?® Otro ejemplo

es la desracemizacion de derivados de feniletanol, usando G. candidum bajo condiciones aerobias,
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18159 En este trabajo se

en las que se obtiene el alcohol (R) a partir del racemato correspondiente.
utilizé alcohol marcado con deuterio en el centro quiral (la mezcla racémica 1-D-feniletanol),
mostrando que en la desracemizacién microbioldgica el deuterio del enantiomero que invertia su
configuracion se intercambiaba con el hidrogeno del disolvente, mientras que el deuterio en el otro

enantiomero permanecia incambiado, Esquema 5.

(sin reaccionar)

Ho_ D Ho, H Ho, P
Geotrichum R (R)
R candidum ®
(o) 50% deuterio
enzima-2 luego de la
p OH desracemizacion

(S -~
enzima-1

Esquema 5. Desracemizacion de 1-D-feniletanol con G. candidum.

Se ha descrito el uso de varios microorganismos para la desracemizacion de alcoholes secundarios

160,161

tanto alifaticos como aromaticos, a saber: Sphingomonas paucimobilis, Aspergillus terreus,™®*

164 165 166 167 156,168,169

Catharanthus roseus,””Rhizopus oryzae,”” Candida rugosa,”’ Candida parapsilosis,

170 172

Candida albicans,’” Pichia methanolica,*”* o Nocardia diaphanozonaria.”’ En cuanto a los posibles

171,173-175 166,176

productos, pueden obtenerse dioles quirales, hidroxicetonas, derivados de

169,177 178,179 128,158,160,180

hidroxiacidos, alcoholes alifaticos y aromaticos con altos valores de pureza

enantiomérica.
2.3.3- Transesterificacion:

La transesterificacion -transformacion de un éster en otro a través del intercambio de los alcoholes-
ocupa una posicién central en sintesis organica, tan importante como la esterificacion directa entre
un acido carboxilico y un alcohol. Ambas reacciones son procesos en equilibrio, por lo que es
necesario desplazar el sistema de reaccién hacia la formacién de los productos. En el caso de la
esterificacion, el agua generada como producto es separada rapidamente del medio de reaccidn
por su incompatibilidad con el disolvente organico utilizado, mientras que en las
transesterificaciones es necesario remover el alcohol producido para desplazar el equilibrio. Dado

gue existen mecanismos para desplazar esta reaccidn, la transesterificacién es la mejor opcidn al
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momento de sintetizar ésteres, ya que de esta forma podria trabajarse con materiales sensibles al

agua, Esquema 6.™!

o) o)

+ H =— H,0 +
1) R1)J\OH R1)J\
o) o)

H

)l\ + H R,OH + )J\

2)  R{ OR, R

Esquema 6. 1) Esterificacion y 2) Transesterifacion.

Las enzimas hidroliticas, entre ellas las lipasas, son las enzimas que por excelencia catalizan
reacciones de hidrdlisis de ésteres, de esterificacidn y de transesterificacidn. Las lipasas (EC 3.1.1.3)
han sido ampliamente utilizadas, por ejemplo, para la resolucién de alcoholes racémicos y acidos
carboxilicos a través de la hidrdlisis asimétrica del éster correspondiente.’® Estas son enzimas
ubicuas que pertenecen a la familia de las serina-hidrolasas y se encuentran tanto en animales,

plantas y hongos como en bacterias.”®*#?

Las hidrolasas no requieren cofactores, muchas se encuentran disponibles comercialmente y son
estables en disolventes organicos no polares. Estas caracteristicas les confieren varias ventajas
desde el punto de vista sintético, como por ejemplo un mejor rendimiento y recuperacion del
producto al trabajar con disolventes organicos de bajo punto de ebullicién, minimizacién de la
inactivacién por sustrato o producto, y que en medios no acuosos no se favorece la que seria la
principal reaccidon secundaria: la hidrdlisis. Asimismo, si se trabaja con células vivas, se evita la

contaminacion microbiana y se minimiza la desnaturalizacién de la enzima, etc..'®

Las aplicaciones sintéticas de las lipasas son clasificadas en dos grupos: resolucién cinética de
racematos, y desimetrizacion de compuestos proquirales o meso. Como se discutié anteriormente,
en el caso de resoluciones cinéticas dindmicas es posible obtener un rendimiento teérico del 100%,
mientras que en la resolucion cinética clasica, solamente la mitad del material de partida se
convierte en producto. Esto hace que la resolucién cinética no sea eficiente, salvo en los casos en

83 En el

qgue pueda incorporarse una etapa de racemizacidn in situ (resolucién cinética dindmica).
caso de la resolucidn cinética, la pureza dptica de los productos y del sustrato remanente disminuye

a medida que ocurre la reaccidn inversa, debido a la naturaleza reversible de la esterificacién y a la
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transesterificacion. Por esta razén, se utilizan diferentes estrategias con el objetivo de evitar estos
inconvenientes, asegurando la irreversibilidad de la biotransformacién. El uso de enolésteres como
dadores de acilo en transesterificaciones, (vinil- o isopropenil- ésteres, etc.), es frecuente para
desplazar el equilibrio hacia la formacién de los productos. El alcohol vinilico formado se
transforma en un compuesto carbonilico (acetaldehido o acetona), por medio de una
tautomerizaciéon ceto-enol, haciendo a la reaccidén practicamente irreversible. De esta forma la
biotransformacién es mucho mas rdpida, comparada con reacciones utilizando los 4&cidos

carboxilicos libres o ésteres no activados.™®

La levadura Candida antarctica fue aislada originariamente en la Antartida (con el objetivo de
encontrar enzimas con propiedades extremas) y dos de sus lipasas, denominadas lipasas Ay B
(conocidas como Cal A y Cal B respectivamente), han sido purificadas y caracterizadas, mostrando
caracteristicas muy diferentes entre si. La lipasa A es dependiente de calcio y estable térmicamente,

8 Ambas son serina-

mientras que la lipasa B es menos termoestable e independiente de calcio.
hidrolasas, que se caracterizan por poseer en su sitio activo un residuo de serina nucledfilo,
activado por dos residuos de histidina y aspartato. Este sitio activo es denominado triada catalitica
Ser-His-Asp y es alli donde tiene lugar la reaccidn, Esquema 7. El arreglo espacial de estos tres
grupos causa una disminucién en el valor de pK del grupo hidroxilo del residuo de serina,
provocando un ataque nucleofilico sobre el grupo carbonilo del sustrato R;COOR, (paso 1). De esta
forma el grupo acilo del sustrato se une covalentemente a la enzima, formando el complejo acilo-

enzima y liberando el alcohol R,0H. En la segunda etapa (paso 2) el nucledfilo (Nu) ataca al

complejo acilo-enzima intermedio, regenerando la enzima y liberando el ester R,COONu.**?
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Esquema 7. Mecanismo de accidn de la serina-hidrolasas

Los factores mas importantes que determinan la selectividad en relacidon a los sustratos son las
restricciones fisicas, la naturaleza hidrofébica del sitio activo, y la forma en que se estabiliza el
intermedio tetraédrico. La estructura de rayos X de Cal B muestra que el sitio activo esta compuesto
por dos canales, uno que aloja al grupo acilo y el otro al alcohol, siendo el primero de ellos el mas

'8 En funcién de esto, seria de esperar un amplio rango de especificidad para los dadores

espacioso.
de acilo y un mas alto nivel de selectividad hacia los alcoholes. La alta estereoselectividad de la Cal
B, en especial para alcoholes secundarios, se explica por el estrecho bolsillo enlazante, formado por
los residuos Thrd2, Serd7 y Trp104. Esto puede racionalizarse mediante la regla de Kazlauskas que
predice cual enantidmero reaccionara mds rapido en la esterificacién de alcoholes secundarios

186

racémicos.” El modelo representado en la Figura 8, muestra que el grupo de mayor tamafio (L)

tiene prioridad sobre el mediano (M), lo cual determina que la reaccion sea mas rapida en el caso
de que el enantidmero se enlace al sitio activo de la enzima como se observa en la figura de la

izquierda. Por lo general, esta prioridad coincide con la regla de Cahn, Ingold y Prelog,™®"*®

y el
alcohol (R) reacciona preferentemente para dar el éster correspondiente. Esta misma
estereopreferencia se observa para la hidrdlisis de ésteres, obteniendo los correspondientes

alcoholes (R).*8%%
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Enantiémero favorecido Enantiémero desfavorecido

Figura 8. Modelo del sitio activo, que explica la enantioselectividad de lipasas. (Extraido de Gotor-Fernandez, et a/).189

El grado de pureza enantiomérica de los productos obtenidos por resolucién cinética enzimatica
son a menudo dificiles de obtener por otro método, por lo tanto su uso resulta de gran valor
sintético. Dado que la enzima presenta una gran preferencia catalitica sobre los enantiomeros (R)
de alcoholes secundarios, puede ser utilizada para producir tanto enantiomeros R o S, dependiendo
de cudl sea el producto de interés.’® La resolucion de alcoholes secundarios ha sido estudiada

tanto para compuestos con grupos voluminosos como para compuestos alifaticos simples.****%*

3. SITOFILATO

En 1982, Burkholder y colaboradores describieron la existencia de una feromona producida por el
macho de esta especie y responsable del comportamiento de agregacién.* Sin embargo, recién en
1987 Phillips et al. aislaron, purificaron e identificaron la feromona denominandola sitofilato.”” La
elucidacion de su estructura fue realizada mediante técnicas de espectrometria de masas por
impacto electrdnico (EI-MS) e ionizacidn quimica (CI-MS), cromatografia liquida con espectrometria
de masa (HPLC-MS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén (*H RMN, 400
MHz), a partir de muestras extraidas de machos virgenes y purificadas mediante cromatografia
gaseosa preparativa (GC). En el espectro de CI-MS (CH,) se observé un intenso ién (M* +H*) am/z =
203 y la presencia de un grupo hidroxilo a través de la pérdida de agua del fragmento m/z = 115, asi

como la formacién de un acetato.

Al identificarse tres grupos etilo en el espectro de *H RMN pudo explicarse el fragmento base (m/z
= 74) detectado en el espectro de EI-MS como una combinacion del rearreglo de Mc Lafferty'® y
una pérdida de propionaldehido de acuerdo con una reaccidn retro-aldélica con la formacién del

ion acido propidnico, Esquema 8.
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Esquema 8. Formacion del fragmento m/z 74 a través del rearreglo de Mc Lafferty.

En este trabajo también se determind la estereoquimica relativa de la feromona natural mediante
la sintesis de los 4 estereocisdmeros, separacion de los diasteromeros y determinacién de su
actividad biolégica, evidenciandose que solamente la mezcla racémica syn poseia actividad
feromona de agregacidn. Esta estereoselectividad en la respuesta de S. granarius fue confirmada en
1989 por Phillips donde también se determind la configuraciéon absoluta del isémero activo,
(2S,3R)-sitofilato, y la falta de respuesta de S. oryzae y S. zeamais ante la presencia de dicha
feromona.*® Para poder correlacionar la configuracion de los estereoisémeros con su actividad
bioldgica fue necesario sintetizarlos con una alta pureza dptica, por lo tanto fueron preparados de

196

acuerdo a lo descrito por Chong en 1989, " (primer antecedente en la sintesis enantioselectiva del

sitofilato) a través de una epoxidacion asimétrica de Sharpless (ver 3.1.1).

Durante los afos siguientes se publicaron varias sintesis de sitofilato, tanto de su isomero activo
como de su enantiémero o sus diasteredmeros. La complejidad en la sintesis, y por lo tanto la
diferencia mas relevante entre los trabajos publicados hasta el momento, radica en conseguir la
estereoquimica adecuada con altos valores de pureza dptica y rendimiento global. De acuerdo a la
estrategia sintética utilizada podriamos dividir las diferentes sintesis de sitofilato descritas en dos
grandes grupos: aquellas en las que la sintesis organica clasica comprende el 100% de la ruta, y

aquellas en las que la quiralidad es introducida mediante catalisis enzimatica.

A continuacidn se presentan los diferentes trabajos publicados hasta el momento para la obtencion

de sitofilato, tomando en cuenta la categorizacion mencionada.

3.1 Sintesis de sitofilato mediante estrategias de sintesis orgdnica cldsica

Si bien existen varias metodologias para la preparacién de compuestos enantioméricamente puros,

III

como la utilizacién de un “pool quiral” (derivatizacion o conversién de un producto quiral

69,70

disponible en la naturaleza),"’ resolucion de racematos, etc., los antecedentes descritos a

50



Antecedentes

continuacién para la sintesis de sitofilato, se encuentran dentro de las metodologias de sintesis
asimétrica que implican la conversién de un producto aquiral en uno enantioméricamente
enriquecido utilizando un ambiente quiral. Dependiendo de la influencia que tenga este ambiente
para inducir asimetria en el material de partida, podemos clasificar las metodologias de sintesis

asimétrica en tres tipos.198

1. Uso de auxiliares quirales: Se adiciona un grupo quiral (auxiliar quiral) al material de
partida, que pueda ser facilmente removible, y las reacciones se llevan a cabo utilizando reactivos
aquirales. Como la molécula adquiere asimetria debido al auxiliar quiral, las nuevas
funcionalizaciones originaran preferentemente uno de los isémeros posibles. Luego de la remocidn
del auxiliar, un enantidmero se habra formado en mayor proporcidén con respecto al otro. La gran
desventaja de esta metodologia radica en la necesidad de agregar dos pasos a la secuencia

sintética: la incorporacion y remocion del auxiliar quiral.*

2. Uso de un reactivo quiral: En este caso la induccion de asimetria se realiza
intermolecularmente. La interaccién con el reactivo quiral genera estados de transicion
diastereoméricos que al poseer diferente energia determinan la formacion preferencial de uno de
los enantidmeros frente al otro. Un ejemplo de esta estrategia lo constituye la epoxidacién

asimétrica de Sharpless (se describira més adelante).”*****

3. Uso de catalizadores quirales: Este método presenta como ventaja que no requiere utilizar
reactivos quirales en cantidades estequiométricas. Los métodos de catdlisis asimétrica pueden
dividirse en quimicos y enzimaticos, segun la naturaleza del agente quiral. En este capitulo se

presentaran la utilizacion de catalizadores quimicos en hidrogenaciones cataliticas

202,203 204,205

heterogéneas y el uso de enzimas como biocatalizadores.

Dentro de estas herramientas de sintesis orgdnica convencional, los métodos utilizados para la
sintesis de sitofilato han sido la epoxidacidn asimétrica de Sharpless (sintesis de Chong, 1989)™,
reaccion alddlica (sintesis de Di Battista, 1996;°% Badia, 2000;*” y Gil, 2005°®) y la hidrogenacién

catalitica heterogénea (sintesis de Gil, 1996;°” y Mateus, 2001%%).
A continuacion se presentan las diferentes estrategias sintéticas mencionadas.

3.1.1-Epoxidacién asimétrica de Sharpless

Algunos complejos de metales de transiciéon pueden catalizar la oxidacion de alcoholes alilicos al

epoxido correspondiente. La mayoria de los procedimientos involucran t-butilhidroperdxido (TBHP)
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como agente oxidante que se utiliza en cantidades estequiométricas y en combinacién con un
catalizador de titanio. Cuando se incluye en el sistema un éster de tartrato enantioméricamente
puro la reaccion es enantioselectiva y se conoce como la epoxidacion asimétrica de Sharpless,

Esquema 9.”"!

(S, S)-D-(-)-tartrato (no natural)
IIOII

R2 /
JR TBHP, Ti(OPr), Ra~y R
Ra g )ZD/OH
0 )

‘\ CH,Cl,, -20°C R
70-90%

1>90% ee

lloll
(R,R)-L-(+)-tartrato (natural)

Esquema 9. Epoxidacion asimétrica de Sharpless.

Si bien existen varios complejos Ti-tartrato, el mas activo es el que tiene la misma cantidad de
moles de Ti y de tartrato. Como se observa en el Esquema 10 (1), la reaccién procede via un
complejo de Ti (IV) y tartrato (2), donde el alcdxido alilico y los aniones de TBHP, se intercambian
con otros ligandos de Ti (IV). El alquilperéxido es activado electrofilicamente via coordinacion
bidentada al centro de Ti (IV). La transferencia del oxigeno al enlace olefinico procede del peréxido,
y el ciclo se completa al ser sustituido el epoxialcoxido por otro alcohol alilico y por el TBHP para
regenerar el complejo e iniciar nuevamente. La enantioselectividad de esta reaccidn es controlada
por los ligandos quirales (tartratos) unidos al Ti (IV), que determinan la conformacién de la

coordinacion del alcohol alilico.t%%2%0211:212
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Esquema 10. Mecanismo de la reaccion (1) y complejo Ti-tartrato (2) (Extraido de Carey, F. y Sundberg, R.: Advanced
Organic Chemistry.)211

La epoxidacién asimétrica de Sharpless de alcoholes alilicos ha sido un area de investigacion
importante en sintesis organica, debido a la alta induccién de enantioselectividad que puede

utilizarse en un amplio rango de sustratos,”**°**3

3.1.1.1-Estrategia |

En 1989, Chong propuso una ruta sintética para la obtencidon de los estereoisémeros syn de
sitofilato, en la que se planteaba como primer paso una epoxidacion catalitica y asimétrica de
acuerdo a la estereoquimica del reactivo quiral utilizado, uno u otro enantiomero de

1% | a obtencién de cada uno de los estereoisémeros syn de

diisopropiltartrato (DIPT), Esquema 11.
sitofilato se llevd a cabo partiendo del alcohol alilico cis-2-penten-1-ol, Ti(OPr), (tetraisopropdxido
de titanio) como catalizador, TBHP como agente oxidante y (-)-DIPT o (+)-DIPT como ligando

asimétrico.
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o)
/ Ti(OCH(CHz),)4 (2R,3S)-sitofilato
OH

Q(OOH

\ e
G T Iy
(2S,3R)-sitofilato

Esquema 11. Etapa clave en el esquema de la sintesis disefiado por Chong para la obtencion de (2R,3S)- y (25,3R)-
sitofilato.

En este primer paso se obtuvo el epoxialcohol correspondiente con un exceso enantiomérico >98%
y un rendimiento de 88%. Los siguientes pasos de oxidacion del alcohol a acido y esterificacién con

3-pentanol no generaron pérdida en la pureza dptica.

En cuanto a la apertura regioselectiva del epdxido, se tuvieron en cuenta trabajos previos en
cuanto a la reaccion de organocupratos con ésteres glicidicos sustituidos en posicidon 3. En funcion
de esos antecedentes, se llevd a cabo la apertura selectiva del epdxido con Me,Cu dando a lugar a

(2S,3R)-sitofilato (rendimiento 69%, rendimiento global 22%), como producto de metilacién en C-2.
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3.1.2-Reaccion Alddlica

enantiémeros

O OH o OH
. -
Q o R Re Ra™ % Rc productos syn
Rb Rb
Ra)J\(Rb . " ?
H i diastereémeros
o OH O OH
Ra . Re  Ra : Rc Productos anti

enantiomeros

Esquema 12. Estereoquimica de la reaccion aldélica.

La reaccién alddlica es una de las herramientas sintéticas mas importantes a la hora de generar
enlaces carbono-carbono, Esquema 12. En este proceso pueden generarse dos nuevos centros
quirales y la estereoquimica de los mismos depende de la informacidn estereoquimica aportada
por los dos componentes involucrados en esta reaccién: enolato y aldehido. En una adicidn alddlica
la diastereoselectividad estd determinada por la geometria del enolato, mientras que la

enantioselectividad se debe a que uno de los dos componentes sea quiral.

Este estereocontrol de la reaccidn requiere que los reactivos actien exclusivamente, uno como
electrofilo y el otro como nucledfilo. Esto ultimo se consigue generando previamente el nucledfilo
(enolato) y asegurando que su adicion sea mas rapida que el intercambio de protdn entre el
nucledfilo y el electréfilo. Estas reacciones estan bajo control cinético, tanto en el paso de
formacion del enolato como en el paso de adicidn. La estructura del producto de reaccion estara
determinada por 2 factores: 1) la configuracién E o Z inicial del enolato, Esquema 13, y 2) la

estructura del estado de transicidn en la adicidn del grupo electréfilo (carbonilo).

En otras condiciones de reaccidn, el producto final puede resultar del control termodindamico, que
puede lograrse utilizando cantidades de base menores a la estequiométrica, disolventes préticos y
altas temperaturas, resultando en una reaccién alddlica reversible y con una relacion de productos
determinada por la estabilidad relativa de todos los productos posibles. Cuando una reaccion
alddlica se lleva a cabo bajo estas condiciones, la diferencia en la estabilidad de los estereoisémeros

antiy syn determina la composicion del producto final.
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Esquema 13. La geometria del enolato determina la diastereoselectividad de la reaccion.
3.1.2.1- Estrategia Il

En 1996 Di Battista y Webster publicaron la utilizacion de esta metodologia en la sintesis de

feromonas como (2R,35)-sitofilato (enantiémero inactivo), sitofiluro y serricornina, Esquema 14.%%

O o0 BU,OTY, EtsN, CH,Cls, OH O O
\/U\N )(O -78°C, EtCHO \/\/lLN J<o
)\< - )\< TBDMSCI, imidazol,

Ph Ph DMF, 25°C

OR O

I L
R=TBS : )\<

OH O TBAF, THF, 25°C OR Q ’ACH(Et) Ph
< s , = 1 ,
\/\)J\O{ \/\)J\O{ THF, 00C2

Esquema 14. Sintesis de Di Battista y Webster del enantiémero inactivo de sitofilato.

En este trabajo se hizo uso del procedimiento de Evans en donde por medio de auxiliares quirales
(oxazolidinonas), que transfieren quiralidad al enolato intermedio posibilitando una reaccién
alddlica diastereo- y enantioselectiva, Esquema 15. En el caso particular de la sintesis de (2R,3S)-
sitofilato, el auxiliar quiral (4R,55)-4,5-dimetil-3-propionil-2-oxazolidinona utilizado reacciona con
triflato de dibutilboro y trietilamina para generar el enolato de boro Z que favorecera la formacion
del intermedio 2 al reaccionar con propionaldehido. Las etapas siguientes de la ruta planteada
involucran la proteccidon del grupo hidroxilo con cloruro de t-butildimetilsililo (TBDMSCI) y la
transesterificacion de la imida intermedia con 3-pentanol, para obtener (2R,3S)-sitofilato con un

64% de rendimiento global y 94% ee.
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Esquema 15. Sintesis del aducto aldélico 2 mediante procedimiento de Evans.

En esta reaccion,

RINS)
2

la geometria del enolato juega un rol muy importante determinando la

diastereoselectividad de la reaccidon via un estado de transicidén ciclico (modelo Zimmerman-

Traxler)199

. El enolato Z (que se forma mayoritariamente por la ausencia de impedimento estérico

entre el auxiliar y los otros sustituyentes), Esquema 16, reacciona con el aldehido para formar

productos 1,2-syn debido a que el grupo R del aldehido adopta la posicidn ecuatorial en el anillo de

6 miembros, Esquema 17.

Esquema 16. Geometria de los enolatos.

Bu,BOTf ¥
® Q9 me Me  OBBu,
H 30 e =
1 HB H . R
- mas estable
r Bu,BOTf 7*
5 6@0 H H  OBBu,
BH - )
R\}\Me Me E R
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Esquema 17. Diasteroselectividad en la reacciéon, modelo de Zimmerman-Traxler.

Antecedentes

Este enolato tiene dos caras diastereotdpicas debido a la oxazolidinona, lo cual genera un ataque al

electréfilo de forma preferencial por una de ellas. En el Esquema 18 se muestra, mediante el

modelo de Zimmerman-Traxler, la formacidn del producto 2 a través del estado de transicién con

menor impedimento estérico en las caras del enolato y repulsién dipolo-dipolo entre ambos

carbonilos.
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Esquema 18. Enantioselectividad en la condensacién alddlica.

3.1.2.2-Estrategia Il

Badia y Vicario en el afio 2000 presentaron una metodologia para la obtencion estereocontrolada
de bloques de construccion quirales 1,3-dioxigenados. El producto de la adicién fue hidrolizado y
luego esterificado con 3-pentanol, sin racemizacion, obteniendo asi (2R,3S)-sitofilato con un 89% de

rendimiento global y un exceso enantiomérico >99%, Esquema 19.*
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1.LDA, THF, -78°C

OH O
2. 21CpyCly, THF, -76°C = /'\/
J\/Ph - Ph
\/\)J\N -

3. EtCHO, THF, 105°C l (:)H

Tivee

4M H,SO,4/Dioxano
reflujo

3-pentanol

HCI requlo ?
- OH

Esquema 19. Sintesis de (2R,3S)-sitofilato por Badia y Vicario.

Lo novedoso de este trabajo es la utilizacion de (S,S)-(+)-pseudoefedrina comercial, como material
de partida, que actia como auxiliar quiral en la formacién del enolato, Esquema 20. En esta
metodologia el paso estereoselectivo involucra la formacion del enolato de litio para luego
someterlo a una transmetalacion utilizando una sal de zirconio (ll). Los resultados encontrados
(producto syn) provienen de un ataque del enolato Z por el lado menos impedido (cara si) del
intermedio. El mecanismo no ha sido claramente dilucidado aun, si bien se cree en la formacién
interna de un quelato entre el metal con el oxigeno del alcéxido del auxiliar quiral y el nitrégeno de

la amida. **°

OH O
S PSS W

2. ZrCp,Cl,, THF, -78° |z
OH 3. CHyCH,CHO, THF, -1050 OH
3 4

Esquema 20. Pseudoefedrina como auxiliar quiral en una adicion aldolica. Sintesis de Badia et al.

Con respecto a la diastereoselectividad, el uso de enolatos de metales de transicion permite al
metal utilizar sus orbitales libres ejerciendo una fuerte influencia sobre los angulos RCHO---M---
Ocnolato de acuerdo a lo postulado en el estado de transicion Zimmerman-Traxler. Esto resulta en la
conformacién pseudo- silla en la que el sustituyente R del aldehido ocupa la posicidn ecuatorial a
los efectos de evitar los impedimentos estéricos con el auxiliar quiral, resultando en la formacion

del diastereémero syn, Figura 9.
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Figura 9. Conformacion pseudo-silla del estado de transicion (Extraido de Badia, D. et a.lzm).

3.1.2.3-Estrategia IV

En 2005, Gil et al. planted la sintesis del par de enantidmeros anti de sitofilato a través de dos
pasos, la adicidon de propanal al enolato de litio del acido propidnico, y por ultimo la esterificacion

con 3-pentanol, ver Esquema 21,8

Se ensayaron diferentes condiciones en cuanto a la amina utilizada, los equivalentes de base, de
propanal y tiempo de reaccidn, con el propdsito de controlar la estereoquimica de la reaccién hacia
la formacion de los estereoisémeros syn. Sin embargo la diastereoselectividad de la reaccion
siempre favorecié la formacion de los isémeros anti, sin conseguir buenos excesos
diastereoméricos (42:58 syn/anti). La esterificacion con 3-pentanol y posterior separacion de los
diasteredmeros por columna cromatografica dio lugar a (2R*3S*)-sitofilato con un 52% de

rendimiento global y 13% ee.

0

OH Base /\(ou HA OH O OH 0
i r Mew VWAOH

H+

OH

BIVINIue

. 58%

42%

Esquema 21. Sintesis de sitofilato por Gil et al..
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3.1.3-Hidrogenacidén asimétrica

Los procesos de reduccién de grupos funcionales pueden desarrollarse por varios métodos
incluyendo la adicion de hidrogeno y/o electrones a una molécula o la remocion de oxigeno u otro
sustituyente electronegativo. La metodologia mas usada para incorporar hidrégenos a un doble
enlace es la hidrogenacidn catalitica, en general rapida y limpia (salvo en alquenos impedidos
estéricamente). La catalisis se lleva a cabo utilizando generalmente metales de transicién como
platino, paladio, rodio, rutenio o niquel. Estos complejos pueden solubilizarse (catalisis homogénea)

o ser adsorbidos sobre soportes inertes como carbdn o alimina (catélisis heterogénea).”

A través de una hidrogenacidn catalitica asimétrica de enlaces C=C, C=0 y C=N, puede obtenerse
una amplia variedad de compuestos quirales con altos niveles de eficiencia y enantioselectividad.
Tanto el rendimiento como el exceso enantiomérico de la reaccién estdn influenciados no sélo por
los ligandos quirales utilizados sino también por los contraiones, la relacion sustrato/catalizador, el

disolvente, las condiciones de temperatura y tiempo de reaccion.

En el parrafo siguiente se describen brevemente dos tipos de hidrogenaciones asimétricas que han

sido empleadas en la sintesis de sitofilato:
. Hidrogenacion catalitica homogénea de cetonas:

La hidrogenacidn asimétrica de cetonas a través de complejos con metales de transicién es un
método muy eficiente para producir alcoholes quirales.”™® El catalizador BINAP-Ru tiene una gran

eficiencia en la hidrogenacién asimétrica de cetonas funcionalizadas.”****

En el caso de la hidrogenacién utilizando [Ru(BINAP)Cl,]n como catalizador, la reacciéon ocurre de
acuerdo al mecanismo que se ilustra en el Esquema 22. En la exposicién a hidrégeno, el RuCl,
pierde un cloruro para formar la especie A (RuHCI). Esta especie A forma de manera reversible el
complejo B con el cetdester, en donde ocurre la transferencia de un hidruro desde el centro de Ru a
la cetona coordinada formando asi la especie C. Este paso de adicidn de hidruro es el determinante
en la estereoquimica del producto, y viene dado por las caracteristicas quirales del ligando BINAP,
quien determina que la entrega del hidruro sea por medio de un estado de transicién de 4
miembros, Figura 10. El complejo B del (R)-BINAP-Ru y el B-cetoéster tiene dos posibles
diasteredmeros, y dependiendo de la disposicidon estereoquimica del atomo de hidrégeno. Estos

diasteromeros se convertirdn estereoespecificamente en el respectivo enantiomero del
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hidroxiéster. El estado de transicion que da lugar al alcohol (R)- es mucho mas estable que la

estructura diastereomérica que forma el alcohol (S)- debido a las repulsiones fenilo-alquilo. *%?*°

CHOH
2CH,OH
PzHCIRu
1/n[RU(BINAP)Cl,]n M
2CHZ0

H2 HCl 0=

P,(CH3;0H)CIRU

P,RUCI,(CH30H), P,RUHCI(CH5OH), 2(CHOM) 0
c R

A
2CH30H
CH4OH
H, P,RUCI(OCH3)(CH3OH), OH O

D

Esquema 22. Ciclo catalitico del BINAP-Ru para la hidrogenacion de B-cetoésteres.

R > CHy=~
P H. FL""‘R'u""
- p*""'(! 0
CH I
R 5

Figura 10. Estados de transicion en la transferencia del hidruro del complejo B (Extraido del Libro Asymmetric catalysis

in organic synthesis, R. Noyori.m).

. Hidrogenacion catalitica heterogénea de alquenos: El mecanismo de este tipo de
hidrogenacién catalitica de alquenos no estd totalmente establecido debido a que los sitios
reactivos sobre la superficie del metal no estdn bien descritos. Sin embargo, es sabido que el
hidrégeno esta adsorbido sobre la superficie del metal, formando un enlace hidrégeno-metal. El
alqueno también es adsorbido sobre la superficie catalitica y hay implicados al menos tres tipos de
intermedios en la hidrogenacion, Figura 11. El primero de ellos corresponde a la conexion de
ambos carbonos del doble enlace por un enlace tipo it (A). Un hidruro puede agregarse al grupo
adsorbido, dando lugar al intermedio (B) que involucra un enlace carbono-metal del tipo o. Esta

especie puede reaccionar con otro hidrégeno para dar lugar al alcano, que es desorbido desde la

63



Antecedentes

superficie. Un tercer estado de transicién (C) es conocido y refiere a |la isomerizacién de un doble
enlace y el intercambio de hidréogeno que a veces acompafia a las hidrogenaciones. Si bien cada
uno de los estados de transicién son conocidos y estan descritos, resta conocer si existe una
cooperacién entre los atomos metalicos adyacentes o si la reacciéon ocurre en un Unico centro

metalico, tal cual sucede en la catalisis homogénea.215

R/ ‘\R R/” CHQR /R
R>8—8<R R ;C H RR"C/C\C\ARR
I N S R
I I v
M M M M M M M M M
A B C
complejo IT enlace ¢ complejo IT-alilo

Figura 11. Estados de transicion de la hidrogenacidn catalitica heterogénea.

En la mayoria de los casos, ambos hidrégenos son adicionados por la misma cara del doble enlace
(adicion syn). Si la hidrogenacidn ocurriese por la adicidn del hidrégeno en dos pasos, ocurriendo el
mecanismo descrito anteriormente, el intermediario deberia mantenerse enlazado a la superficie
metdlica de tal forma que la estereoquimica se conservara. La adsorcion a la superficie catalitica
normalmente estd relacionada con los impedimentos estéricos del doble enlace. Por lo tanto, el

hidrégeno se adiciona por la cara del doble enlace que se encuentra menos impedida. ***%°

3.1.3.1-Estrategia V

En la sintesis propuesta por Razkin et al. en 1996, la reduccién asimétrica con un complejo de
BiNAP-Ru era la etapa clave para dirigir la sintesis hacia la formacion de uno de los 4 isGmeros
posibles, Esquema 23. La reaccion tuvo altos rendimientos y excesos enantioméricos (98%, >99%
ee). Sin embargo, la configuracién absoluta del grupo hidroxilo no corresponde a la de la feromona
activa, por lo que uno de los pasos posteriores corresponde a la estereoinversion en el carbono 3

mediante una reaccion de Mitsunobu.
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S SESCTE SN
3-pentanol (S)-BINAP-Ru, Hy =
)J\/U\OMG )J\/U\O /S\)J\O

DMAP, Tolueno 4 atm, 75°C

LDA, LiCl
Mel, -30°C

OH O DNBO (0] OH O
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RYg O sYs © T “sYs O

MeOH/THF, 0°C Ph3P DEAD

Esquema 23. Reduccidon asimétrica. Sintesis de Razkin.

3.1.3.2- Estrategia VI

En el afio 2001, Mateus propuso la sintesis del (t)-sitofilato por medio de una hidrogenacién

catalitica heterogénea y diastereoselectiva de un aducto de Baylis-Hillman originado a partir de un

aldehido alifatico, Esquema 24.°%°

El punto clave en esta ruta sintética fue la hidrogenacion
catalitica, buscando obtener los dos isémeros syn con alto grado de diastereoselectividad. Tomando
en cuenta el trabajo previo del grupo en la preparacién de compuestos syn a partir de la

21 se estudiaron las

hidrogenacién heterogénea de aductos derivados de aldehidos aromaticos,’
condiciones necesarias para obtener esta estereoselectividad a partir de aductos originados de

aldehidos alifaticos.

DABCO TBDSCI, DMF OTBD

CH,yCH,CHO + \)( _ TA.57diag \)ﬁw)\ _imidazol TA \)\WU\O/

H,, 5% Pd/C
AcOEt

OH O OoTBO

/(/ 1. LiOH, MeOH-H,O, TA
- -
\/'\HJ\O 2. 3-pentanol, DMAP \)\HJ\O
DCC, CH,Cl,, 0°C
3. HF, CH3;CN, TA

Esquema 24. Hidrogenacion catalitica heterogénea. Sintesis de Mateus.

Los mejores valores de diastereoselectividad (95:5 y 100:0 syn/anti) se obtuvieron con los aductos
en los que el grupo hidroxilo se encontraba protegido (R = TBS), Figura 12. Estos resultados se
deben al bloqueo de la cara re del doble enlace por el grupo sililo direccionando la adicién del

hidrogeno por la cara si. En la reaccién con el grupo hidroxilo libre se observé una baja o casi nula
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diastereoselectividad, debido a la posibilidad de acceder a ambas caras del doble enlace. Una leve
estereoselectividad hacia la formaciéon del producto syn se encontré en aductos con el acido
carboxilico libre, probablemente debido a la formacidn de un enlace de hidrégeno interno entre el

grupo acido y el hidroxilo, Figura 13.

OR
cara Re H COzR4
x4
OR - i R2 H
‘1, ’ CHa anti
CO.R;
R, H
ﬂ ™ \ R2
. H CH,
cara Si svn
H OR y
CO,R;
Figura 12. Racionalizacion para la diastereoselectividad observada.
OH OH
cara Re H CO2Ry cara Re H COOH
“ OH 7 R H anti ﬂ 7 R; H anti
2 CHa , oMo L CHs
CO2R4 o
Ry H R ’ 2 Ry H\, Ro
W T CHs ﬂ \‘\ H CHs
H OH
H OH
cara Si COR; YN cara Si COOH  Syn
syn > anti

Figura 13. Diastereoselectividad en los aductos con grupo hidroxilo y acido carboxilico libre.

La etapa final de la ruta sintética fue la hidrolisis del éster, esterificacion con 3-pentanol vy

desproteccion del grupo hidroxilo, obteniendo (+)-sitofilato con un 22% de rendimiento global.

3.2 Sintesis del sitofilato mediante el uso de biocatalizadores

Como se describié en el punto 2 de este capitulo, la biocatalisis es atractiva para la quimica
organica sintética debido a su capacidad de introducir quiralidad de forma regio- vy

59,60

estereoselectiva. Esto ha llevado a que esta herramienta sea considerada de gran utilidad en

sintesis de feromonas de coledpteros, ya que siendo muchas de ellas compuestos quirales su
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17,222-229

actividad bioldgica se encuentra directamente vinculada a la pureza dptica del mismo. Los

trabajos sobre sintesis de sitofilato descritos a continuacién plantean rutas quimioenzimaticas en
las que se utilizan pasos de sintesis convencional combinadas con reacciones enzimaticas. Las

230

estrategias descritas comprenden el uso de enzimas aisladas (Kalaitzakis en el 2007)~" y células

231 232

enteras (Sugai et al. en 1991)~" y Puntambekar et al. en 1998.

3.2.1-Estrategia VII

En 1989 Mori e Ishikura sintetizaron el isémero activo de la feromona a partir de (35)-
hidroxipentanoato de metilo 6pticamente puro de origen microbiano,”** con un rendimiento total
de 10% y en 7 pasos, siendo la inversion de Mitsunobu el paso clave para la obtencién de la

estereoquimica requerida (98% ee).”*

Asimismo, Miyazawa y Yoshida estudiaron previamente la utilizacién de lipasas para la

esterificacion enantioselectiva en la sintesis de (25,3R)-sitofilato.”*!

Estos antecedentes fueron utilizados en 1991 por Sugai et al. en una estrategia sintética en donde
se utilizaron reducciones microbianas y transesterificaciones catalizadas por lipasas como pasos

claves para obtener compuestos enantioméricamente puros, Esquema 257!

Pichia farinosa Pichia farinosa QH )
___1AM 4682 IAM 4682 R
QH)L o
92% ee, 43% de
a) DNBOH, PhsP,

DEAD/THF 49%
b) Ko,COa/MeOH-THF 91%

a) (CHCH,CO),0/CsHszN,
DMAP 93% OH O
OH O b) Lipasa PS 83% /K/
\/H)J\ o O

88% ee, 96% de

99% ee, 98% de

Esquema 25. Sintesis planteada por Sugai et al. en 1991.

En una primera etapa Sugai et al. planted la reduccidn asimétrica de 2-metil-3-oxopentanoato de 1-
etilpropilo con la levadura Pichia farinosa |IAM 4682 utilizando células en reposo (resting cells). Si

bien en referencias anteriores se describia un comportamiento anti-Prelog para esta cepa, no se
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obtuvieron los resultados esperados en cuanto a excesos diastereo- y enantioméricos: (2S5,3S)-
sitofilato, 55% ee y 69% de. Dada la falta de selectividad del proceso, los autores propusieron
cambiar de sustrato y utilizar un enoléster en vez de un cetoéster tomando en cuenta los datos de

la literatura.”®

De esta manera, si la velocidad de reduccién fuese lo suficientemente mas rapida
que la velocidad de racemizacién del B-cetoéster (obtenido dpticamente puro mediante hidrdlisis)

se mejorarian los valores de exceso diastereomérico.

Cuando se repitid la reaccién en las mismas condiciones partiendo del enoléster, el exceso
diastereomérico mejoré en un 10%, pero el exceso enantiomérico disminuyd levemente,
probablemente debido a la alta velocidad de hidrdlisis del enoléster, por lo que no significd una
diferencia sustantiva partir de uno u otro sustrato. Utilizando células en crecimiento la reaccion
resultdé ser mas lenta, siendo la conversidn tanto del enoléster como del cetoéster del 5-10% por
dia. Sin embargo, este enlentecimiento en el proceso mejord sustancialmente el exceso
enantiomérico en el caso de la biotransformacidn partiendo del enoléster (92% ee, 43% de). Esto,
sumado a una disminucidn en el exceso diasteromérico, supone una mayor actividad de las enzimas
reductivas y un descenso en la actividad de las hidroliticas, mejorando como consecuencia los

resultados finales.

Como se observa en el Esquema 25, los pasos siguientes a la obtencién del B-hidroxiéster fueron la
estereoinversion de Mitsunobu (que mejord el exceso diastereomérico debido a la descomposicion
del intermedio en la reaccidon del isémero no deseado), y la purificacion de (2S,3R)-sitofilato
mediante una hidrdlisis estereoselectiva del cloroacetato de la feromona, utilizando una lipasa

comercial, con un 83% rendimiento y 99% ee en esta Ultima etapa.

3.2.2-Estrategia Vil

En el trabajo publicado por Puntambekar et al. en 1998, se planteé como primer paso la obtencién
enantioselectiva del (2S,35)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo a través de una reduccidon
biocatalitica.”®® Para ello se realizé un screening de microorganismos, resultando Geotrichum
candidum, en condiciones aerobias y resting cells, el mas efectivo en cuanto al rendimiento en la
extraccion del crudo (53%) y a la formacidn de solamente el diastereémero anti. La configuracion
de (2S,3S)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo fue confirmada sintetizando (25,35)-sitofilato (por
hidrélisis del éster etilico y esterificacién no enzimatica) y comparando las propiedades fisicas y los
datos espectroscépicos de éste con los provenientes del compuesto obtenido en la sintesis de

Mori.?*
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El isdmero activo de sitofilato se obtuvo a través de la inversidn de la configuracidon del carbono
que soporta al grupo hidroxilo por medio de la reaccién de Mitsunobu, partiendo de (2S,3S)-
sitofilato. El rendimiento de esta etapa de la sintesis fue del 20%. La estereoquimica del producto
fue confirmada tomando en cuenta los datos espectroscopicos y rotacion especifica descritos por

Chong.™®

3.2.3-Estrategia IX
El grupo de trabajo de Smonou describid la utilizacion de deshidrogenasas comerciales para la

reduccidn enantioselectiva de a-alquil-1,3-dicetonas®*® y a-alquil-B-cetoesteres,”’ basandose en el
antecedente de sus sintesis de sitofiluro, feromona de agregacién de Sitophilus orizae, también
plaga de los granos almacenados.”® EI mismo concepto de sintesis quimioenzimatica lo utilizaron

20 En este trabajo, se realizé el screening de 100

posteriormente en la preparacion de sitofilato.
cetoreductasas dependientes de NADH o NADPH, todas ellas disponibles comercialmente, sobre
tres ésteres diferentes de 2-metil-3-oxopentanoato (etilo, metilo y propilo). Para el reciclaje in situ
de los cofactores de nicotinamida se utilizd el sistema de glucosa/glucosa deshidrogenasa,
Esquema 26. En los resultados obtenidos se observé que para la mayoria de las enzimas y para los 3
sustratos estudiados, el esteroisomero formado con mayores valores en conversion y
diasteroselecitvidad fue el (25,3S). Solamente las enzimas A1B, A1C y A1D daban como mayoritario
el esteroisdémero (2S,3R) para los esteres de metilo y etilo, y (2R,3R) para 2-metil-3-oxopentanonato
de propilo. Esto pareceria explicarse por el efecto del grupo éster sobre la estereoselectividad,

dado que se encontré como decrecia el porcentaje de (2S,3R) conforme aumentaba el tamafio del

grupo éster (metilo, etilo y propilo).

OH O OH O
Q Q cetoreductasa -
\)%O o~

R

NAD(P)H NAD(P)+ OH O OH O
\_/ \/'\E)J\OR \/\HJ\OR
/\ =

glucono-lactona glucosa

Esquema 26. Screening de cetoreductasas como etapa clave en la sintesis de sitofilato.
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Una vez identificada la enzima y el sustrato, se buscd mejorar los porcentajes de
diastereoselectividad, conversidn y tiempo de reacciéon por medio de cambios en la temperatura y
pH del medio. Este estudio determind los parametros éptimos de la biotransformacion para
obtener los mejores resultados: 82% de, 95% de rendimiento global, 99% ee y 24 horas de reaccion.
Los pasos siguientes en la sintesis del sitofilato fueron la hidrdlisis selectiva del hidroxiéster a través
de una hidrolasa (se utilizé la Cal B luego de un screening) y la esterificacion por métodos quimicos.
Se obtuvo asi el (25,3R)-sitofilato con un rendimiento global de 63 % (a partir del 3-oxopentanoato

de metilo), 98% de y >99% ee, Esquema 27.

(6] (6] OH O OH O
A1B CalB
N o —2T . Q\Hk o —SB. Q\Hk on
82% de
99% ee KOH, 3-bromopentano,

DMF, 50 °C

98% de, > 99% ee

Esquema 27. Sintesis planteada por Kalaitzakis en 2007.
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3. OBJETIVOS Y METODOLOGIA

El objetivo de este trabajo de tesis es la busqueda de metodologias quimioenzimaticas de
aplicacion en la sintesis de feromonas de agregacion de coledpteros plagas. Para ello se plantean

dos objetivos especificos y a la vez complementarios:

l. El primero de ellos es la busqueda de una metodologia adecuada para obtener
enantioselectivamente un intermedio a-metil-B-hidroxiéster, precursor quiral en la sintesis de

varias feromonas de coledpteros.

En esta primera etapa se plantea como metodologia de trabajo la evaluacién de dos
procedimientos de biotransformacién diferentes: reduccidn de [B-cetoésteres proquirales (Esquema
28) y desracemizacién de B-hidroxiésteres mediante estereoinversion. En la evaluacion de ambas
biotransformaciones se trabajara con las técnicas de células en crecimiento (la biotransformacion
se realiza a la vez que ocurre el crecimiento del cultivo en un medio adecuado) y células en reposo
(la biotransformacidn se realiza con células privadas de fuente de nutrientes, para evitar la division

celular).

La evaluacion de estas biotransformaciones ird asociada a la busqueda de un biocatalizador que
permita obtener los mejores resultados en cuanto a diastereo- y enantioselectividad. Para ello se
trabajard con 15 cepas provenientes de la colecciéon de hongos y levaduras del Laboratorio de

Microbiologia del Departamento de Biociencias (Facultad de Quimica, UDELAR).

Con el fin de minimizar los costos en la etapa de evaluacién de los biocatalizadores, se trabajara con
la molécula modelo (2-metil-3-oxobutanoato de etilo) como modelo de B-cetoéster-a-sustituido,

para evaluar la enantioselectividad de las biotransformaciones, ya que es econdémicamente

accesible.
OH O OH O
/'\HJ\ O/\ /'\.)J\O N
o o (2S,3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (2R,3s)-3-hidréxi-z-metilbutanoato de etilo

o Hongo
OH O OH O

(2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo  (2s,35)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo

Esquema 28. Reduccion biocatalitica de 2-metil-3-oxobutanoato de etilo.

84



Objetivos y Metodologia

Il. El cumplimiento de la etapa anterior da inicio al segundo objetivo especifico, que es la
sintesis de sitofilato, feromona de agregacidon de Sitophilus granarius, a partir del intermedio
sintético enantioméricamente puro obtenido previamente. La ruta de sintesis sera disefiada en
funcién de la enantioselectividad de la etapa anterior, pudiendo limitarse, en el mejor de los casos,

a una transesterificacion con catalizada por lipasas (Esquema 29).

OH O OH

\/]\/
S >
Li pasa

(2S,3R)-3-hidroxi-2-pentanoato de etilo

Esquema 29. Transesterificacion catalizada por lipasas, de (25,3R)-3-hidroxi-2-pentanoato de etilo con 3-propanol para
la obtencion del (2S,3R)-sitofilato.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo sera dividido en dos partes, siendo la primera de ellas el estudio de metodologias
enzimaticas y biocatalizadores para la preparacion de precursores a-metil-B-hidroxiéster quirales,
necesarios en la sintesis de feromonas sexuales de coledpteros; en la segunda parte se discutirdn
los resultados obtenidos en la sintesis de sitofilato, feromona de agregacion de Sitophilus granarius,

utilizando la técnica y biocatalizador seleccionados en la primera etapa, Figura 14.

Figura 14. Esquema de trabajo de esta tesis para la sintesis de sitofilato.

1. Sintesis de precursores quirales de feromonas. Evaluacion de biocatalizadores y metodologias

En esta primera etapa se realizd un screening de hongos y levaduras para la reduccién de la
molécula modelo 2-metil-3-oxobutanoato de etilo (2). Luego de seleccionar el biocatalizador mas
apropiado, se compararon los resultados obtenidos con respecto a otra metodologia enzimatica util
en la obtencion de a-alquil-B-hidroxiesteres: la desracemizacion. La determinacion del grado de
avance de las biotransformaciones y su estereoselectividad se realizd mediante cromatografia
gaseosa quiral (GC quiral). Por esta razéon fue fundamental identificar cada uno de los

estereoisémeros posibles y asignarles los tiempos de retencion correspondientes.

1.1- Desarrollo de un procedimiento para el seguimiento de las biotransformaciones

En este punto se describe el trabajo realizado para obtener, identificar y asignar la estereoquimica
de los cuatro posibles estereoisomeros a formarse en los dos procedimientos biocataliticos
evaluados. Los distintos estereoisomeros fueron obtenidos por reduccién quimica del 2-metil-3-
oxobutanoato de etilo (2), y asignados por comparacion con productos de biotransformacion ya

descritos en la literatura.

1.1.1-Obtencidén de 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3)

El sustrato de las biotransformaciones es la mezcla racémica de 2-metil-3-oxobutanoato de etilo
(2a y 2b), sintetizado a partir de 3-oxobutanoato de etilo (1). Se probaron distintas condiciones
para la reaccion de metilacidn de (1) las cuales se describen en la Tabla 1 junto con los resultados

obtenidos.
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o O metilacién 2 9 2 9
(X,-—> +

1 2a 2b

Esquema 30. Sintesis de 2-metil-3-oxobutanoato de etilo

1 EtOH/Na, Mel, reflujo 18%

2 K,CO3;,DMF, Sulfatode -

dimetilo, reflujo

3 Al,O3/EtONa, Mel 25%
4 K,COs, Mel, Acetona, 95%
reflujo

Tabla 1. Condiciones de metilacion de (1).

En las condiciones de la entrada 1 se observé la formacién del compuesto dimetilado, por lo que se
detuvo la reaccidn, obteniéndose (2) con bajo rendimiento. En contraposicion, en la metilacion
utilizando carbonato de potasio en acetona anhidra (entrada 4), se obtuvo Unicamente la mezcla

racémica (2) con un rendimiento de 95%.

En la sintesis en fase sélida, sin disolvente, en donde la alimina fue activada con etdéxido de sodio,
(entrada 3) se obtuvo mejor rendimiento que utilizando la misma base en solucidn. Sin embargo, la
formacion de los enantiomeros (2a y 2b) fue en menor proporcion que en las condiciones de la

entrada 4.

En el espectro de *H-RMN del compuesto (2), descrito en la Parte Experimental, se observa la
presencia de un cuarteto a & = 3.33 ppm correspondiente al protédn metinico (CH) y un doblete a §

=1.10 ppm correspondiente a los protones metilicos del grupo metilo en posicién a.

Para la obtencion de los cuatro esteroisdmeros posibles de 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo, se
llevd a cabo la reduccion de la mezcla racémica de (2) con borohidruro de sodio. La mezcla de los 4
estereoisémeros se resolvido por GC quiral y los tiempos de retencion de cada estereoisémero

fueron asignados por comparacion con datos de literatura.’
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Como se observa en el Esquema 31, la reduccién de la cetona da lugar a la formacién de dos pares

de diasteredmeros (syn y anti), con sus respectivos enantiomeros.

OH O . OH O
/\-)J\O/\ E MO/\
3a 3c
@ 9 NaBH,/EtOH, TA (2R,35) ! (2R3R)
e !
o™ !
) OH O ; OH O
/H)J\O/\ ' /\‘)J\O/\
3b ! 3d
(25,3R) ; (25,35)
SYN ANTI

Esquema 31. Reduccion quimica de la mezcla racémica (2).

La disposicion espacial de los grupos funcionales en los esterecisémeros syn y anti puede
visualizarse mediante las proyecciones de Newmann, Figura 15. De la evaluacién de las posibles
interacciones entre los distintos sustituyentes, surge que los conférmeros mas estables para los
compuestos syn sean aquellos donde existe la formacion de un enlace de hidrégeno entre el grupo
hidroxilo y el grupo éster, y donde se genere menor impedimento estérico. En esta conformacion, el
angulo de solapamiento entre el protén del grupo metinico y el protdn carbinol seria
aproximadamente de 50-60°, lo que hace prever que la constante de acoplamiento en el espectro
de 'H-RMN esté en el entorno de 4 Hz. Este mismo razonamiento se plantea para los
estereoisémeros de configuracién relativa anti, en donde se esperaria que en el conférmero mas
estable (menor impedimento estérico entre los sustituyentes y formacién de un enlace de
hidrogeno) tuviese un angulo de solapamiento entre el protdn del grupo metinico y el protén
carbinol de 180° aproximadamente, equivalente a una constante de acoplamiento en el espectro

de 'H-RMN de 7 Hz.
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1. Conformacién syn

HO H 0) OEt
(R
CHx_COOEt — ¢(O
HsC (9 H CH3.( CH,

2. Conformacion anti

EtO__O
H OH OH
(S —_
CH3 COOEt CHy <
< CH,
H;C (s) H

Figura 15. Proyecciones de Newman para los esteroisomeros syn y anti de 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3).

En el espectro de 'H-RMN de (3), Figura 16, se observan constantes de acoplamiento de 4.0 y 6.5
Hz correspondientes al acoplamiento entre el protdn metinico y el carbinol. Mas adelante sera

verificado que los mismos corresponden a los esteroisdmeros syn y anti respectivamente.
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Figura 16. Espectro de “H-RMN del 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo.
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Los 4 estereoisdmeros obtenidos en la reduccidén de (2) pueden resolverse mediante GC quiral,
Figura 17. Se utilizaron los Programas 1y 2 (se describen los pardmetros de cada programa en la
Parte Experimental) con resoluciones similares pero tiempos de duracion diferentes. Durante el

transcurso de este capitulo se hara mencién al programa cromatografico utilizado en cada uno de
los resultados obtenidos.

Intensity
100000+ E
: 'i I I|
75000 rl' '| '|
_ b i \ |
1 | | | |
7 '. '. '. I
a |I | | |
50000 '. ". '.I '|
i |II Ill |I ||
I | | \ |I
| | ' |I |
25000— | '-, | |
T I| II || |
] II. |II |I II
- |III R z 1 '|I III II
o e PN P g N 4|_ 5 o
| BEEES T I B P B R I D e R ) e
28 29 30 31 32 33 34 33 36 37 38
Figura 17. Cromatografia gaseosa quiral de la mezcla racémica 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3) mediante -
Programa 1.
Peak# PRet.Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name Area%
1 29414 1146290 68082 0,000 23,9032
2 31,834 1083605 72422 0,000 22,5960
3 33,199 1251229 81390 0.000 260914
4 35978 1314429 90823 0.000 27 4093
Total 4795553 312917 100_0000
Tabla 2. Tiempos de retencidén y areas en GC quiral del producto 3 mediante Programa 1.

En los cromatogramas se observa la resolucién de los 4 esteroisomeros, que corresponden a los 2

pares de diasteredmeros (syn y anti) y sus correspondientes enantiomeros. Dada la caracteristica

diastereo- pero no enantioselectiva de la reduccién quimica con borohidruro de sédio,* podemos

asignar el par de enantiémeros a aquellos picos con areas similares, Tabla 2.

esteroisomeros.

A continuacion se describen los ensayos realizados a los efectos de identificar cada uno de los
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1.1.2-Asignacion del (2R,3S)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3a)

Resultados y Discusion

De acuerdo al procedimiento descrito en el trabajo de Stewart et al.," se obtuvo el esteroisdémero

(3a) con un exceso diastero- y enantiomérico mayor a 99%, a través de la utilizacion de una

Escherichia coli JIM105 recombinante (expresando una aldo-cetoreductasa, Geylp).

De esta manera se pudo determinar el tiempo de retencion del estereoisémero (3a), que

corresponde a 29.67 minutos en las condiciones cromatograficas del Programa 1, (Figura 18) Las

sefiales no resueltas a 26 minutos corresponden a la mezcla racémica (2) dado que la reaccién no

se completa (conversion 55%).

A partir de esto, se asignd el pico correspondiente al enantiomero (2R,3S).

20000

26578

P

20679

Figura 18. Biotransformacion de (2) con E. coli JM105.

1.1.3-Asignacidon del (25,3S)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3d)

93

40



Resultados y Discusion

A través del procedimiento descrito por Rodriguez et al.,” fue posible obtener el esteroisémero (3d)
como producto mayoritario utilizando la cepa de Escherichia coli recombinante BL21 (DE3) AyghE
(pPP4). Como se puede observar en el cromatograma obtenido en las condiciones del Programa 1
(Figura 19), la biotransformacién no fue tan eficiente en cuanto a la diastero- y enantioselectividad
como la obtenida con E. coli IM105. Sin embargo es posible identificar y asignar el tiempo de

retencién de 36.17 minutos correspondiente a (2S5,35)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo.

Intensity
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Figura 19. Biotransformacion de (2) con E. coli BL21 (DE3) AyghE (pPP4).

1.1.4-Asignacion de los esteroisdmeros (3b) v (3c)

La asignacion de los estereoisomeros (2S,3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3b) y (2R,3R)-3-
hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3c) fue realizada por medio de la transesterificacidn
estereoselectiva de la mezcla racémica (3) con acetato de vinilo y la lipasa B de Candida Antdrtica
(Cal B, Novozym 435) como biocatalizador, Esquema 32.

De acuerdo a lo descrito en el capitulo de antecedentes, la regla de Kazlauskas permite predecir
que enantidmero reaccionara mas rapido en la acilacion de alcoholes secundarios de mezclas
racémicas.’ Esta regla nos permitié identificar a (3b) y (3c), estereoisémeros de configuracion
absoluta (R) en el carbono 3, como los sustratos de preferencia de la enzima. La asignacion

individual fue realizada tomando en cuenta los puntos anteriores 1.1.2 al 1.1.4.
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Esquema 32. Acetilacion de la mezcla racémica (3) con Cal B.

Los tiempos de retencién asignados a los productos (3b) y (3c) son 31.93 y 33.26 minutos

respectivamente, de acuerdo a las condiciones cromatograficas utilizadas Programa 1, Figura 20.
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Figura 20. Acetilacion de la mezcla racémica (3) con Cal B.

1.1.5-Asignacién de los 4 esteroisomeros de 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo

De acuerdo a los puntos anteriores se asignaron cada uno de los 4 esteroisémeros producto de la
reduccion quimica de 2-metil-3-oxobutanoato de etilo (2). A continuacion se presenta el

cromatograma correspondientes al Programa 1, Figura 21.
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Figura 21. Cromatograma Programa 1 mezcla (3).

Esta asignacion fue confirmada al realizar la a-metilacidn estereoselectiva de 3-hidroxibutanoato de
etilo (4) segun el procedimiento de Frater.” La estereoselectividad de esta reaccidn se debe a la
formacion de una estructura ciclica rigida a través de la quelacién con el cation Li (1), lo cual dirige
la incorporacion del grupo metilo de forma anti al grupo hidroxilo (menor impedimento estérico),

Esquema 33. La reaccién de a-metilacidn fue realizada a partir de la mezcla racémica (4) por lo que
se obtuvieron ambos enantiémeros anti (3d) y (3c).

OH O OH O OH O
LDA Mel, -
THF, 0°C =
4 3d 3c
(2S,3S)

(2R,3R)

Esquema 33. a-metilacion de 3-hidroxibutanoato de etilo (4).
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1.2- Screening de hongos y levaduras

Como se describid en el capitulo de antecedentes, existen en la actualidad alternativas enzimaticas
a algunas reacciones de quimica orgdnica convencional. En esta tesis se plantea la utilizacidn de
biotransformaciones en reacciones de reduccidn y desracemizacion, para la obtenciéon
estereoselecitva de a-metil-B-hidroxiésteres.

La reduccion asimétrica de cetonas proquirales, asi como la desracemizacion de alcoholes puede
ser llevada a cabo por varios sistemas biocataliticos, en esta tesis se realizo el screening de varias
cepas de hongos y levaduras pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia del Departamento de

Biociencias (Facultad de Quimica, UDELAR).
1.2.1-Reducciones

Las biotransformaciones con células enteras pueden ser llevadas a cabo mediante dos

procedimientos: células en crecimiento y células en reposo (resting cells).

1.2.1.1-Células en crecimiento

Este procedimiento se basa en realizar la biotransformacién en un medio adecuado que permita el
crecimiento del microorganismo. Todas las operaciones fueron realizadas mediante manipulacion

aséptica y los detalles experimentales se encuentran descritos en el capitulo Parte experimental.

Se evalud la capacidad reductora de 15 cepas de hongos y levaduras, pertenecientes a los filos
Basidiomycota, Ascomycota y Zygomycota sobre la mezcla racémica de (2). Las biotransformaciones
fueron monitoreadas a 24, 48, 72 y 96 horas, presentandose en la Tabla 3 los resultados al menor

tiempo en el que se obtuvieron los mayores valores de conversion.®
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Entrada Cepa Tiempo Conversién syn/anti ee (%) ee (%)
(h) (%) syn anti
(2R,35) (25,3S)
1 Penicillium expansum 96 91 12/88 90 94
(CcCm P17)
2 Aureobasidium 24 100 3/97 >99 94
pullulans (CCM H1)
3 Penicillium italicum 72 82 30/70 64 84
(cCcm L7)
4 Aspergillus ochraceus 96 93 13/87 >99 96
(CCM H22)
5 Fusarium 24 95 6/94 86 96
graminearum
(CCM H224)
6 Aspergillus terreus 48 100 29/71 >99 >99
(BFQU 121)
7 Geotrichum candidum 96 96 10/90 >99 97
(CCM H38)
8 Trichoderma koningii 96 100 7/93 60 96
(ATCC 76666)
9 Botrytis cinerea 0 0 0 0 0
(CCM P18)
10 Alternaria sp. 48 93 27/73 >99 97
(CCM A3)
11 Trichoderma 24 100 25/75 98 96
artroviride (CCM M2)
12 Rhizopus sp. 72 46 11/89 93 97
(CCM H43)
13 Aspergillus niger 96 100 8/92 >99 96
(CCM H21)
14 Phanerochaete 96 53 70/30 >99 96
chrysosporium
(ccm B4)
15 Kluyveromyces 24 100 19/81 >99 97
marxianus

(NRRL Y-8281)

Tabla 3. Reduccidon de (2) mediante biotransformacion con células en crecimiento.
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Si bien los valores de conversién (consumo de la mezcla 2) fueron en la mayoria de los casos
cercanos a 100%, los rendimientos en la obtencién del producto fueron aproximadamente 50%. Al
inicio suponiamos que este problema estaba relacionado con el procedimiento de extraccion, el
cual era laborioso por la emulsién formada. Sin embargo, los cambios en el procedimiento
(aumento en el numero de extracciones, centrifugado de las células previo a la extraccion, filtrado
con celite, etc.) no mejoraron los resultados obtenidos. Por lo tanto, podriamos suponer que este
bajo rendimiento se debe a la degradacién del sustrato y/o productos en compuestos mas polares

los cuales no son extraidos del medio de reaccidn.

El objetivo en este screening primario fue encontrar un microorganismo capaz de reducir
estereoselectivamente 2-metil-3-oxobutanoato de etilo al esteroisémero (3b). La formacion de (3b)
significaria que la/s enzima/s responsable/s de la reduccién del grupo cetona presenta una
actividad del tipo anti-Prelog, siendo este comportamiento minoritario dentro de las
deshidrogenasas.” Sin embargo, contrario a lo buscado, y confirmando el comportamiento general
de estas enzimas, en todas las especies estudiadas la reduccidn fue de tipo Prelog, obteniéndose la

configuracién absoluta (S) en el carbono 3.

En vista de que la biotransformacidn genera un exceso diastereomérico como resultado final y que
el sustrato de la biotransformacion es una mezcla racémica de 2-metil-3-oxobutanoato de etilo, es
claro que existe en el medio de la biotransformacién un equilibrio ceto-enol que permite convertir
el isémero (R) en el (S). De esta forma, es posible obtener una conversion de 100% y uno solo de los
4 isomeros posibles, Esquema 34. Esta tautomerizacidon en el medio de la biotransformacién se

confirmaria mas adelante para 2-metil-3-oxopentanoato de etilo.

(@] O OH O
. (2FE,33)
ﬂ racemizacion
(@] O OH O
biotransformacion -
O/\ > O/\
(2S,39)

Esquema 34. Reduccion del compuesto (2).
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En el caso de la cepa ATCC 76666 Trichoderma koningii (entrada 8) el resultado obtenido es
contrario a lo descrito por lwamoto,® en que el isémero syn-(2S,3R) es mayoritario, la relacién

anti:syn es 28:72 y se obtiene un exceso enantiomérico mayor a 99%.

Si bien el hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea posee antecedentes en cuanto a la hidroxilacion de
9 .z . 2. . 10
monoterpenos,” reduccién de cetoésteres en compuestos acetilénicos derivados de furano,
reduccion de 4-etilciclohexanona y acetofenona, e hidroxilacién de flavonas,™ en muchos casos
debido a su capacidad de detoxificacion, no mostré actividad en la reduccién de (2). Cabe destacar
que la ausencia de actividad sobre este tipo de sustrato también fue descrita para la reaccion
inversa (oxidacién).”* En 1970 Fukuda et al.,”® estudiaron la oxidacién de alcoholes alifaticos,
aromaticos e insaturados, con B. cinérea, observando que los alcoholes alifaticos primarios y

secundarios estudiados no reaccionaban.

Dentro de las especies estudiadas, Phanerochaete chrysosporium fue con la Unica cepa con que se
obtuvieron los ismeros syn en forma mayoritaria, y en particular, el enantiomero (2R,3S5).
P. chrysosporium ha sido estudiado en detalle por su capacidad de catalizar la depolimerizacion

%15 A raiz de su capacidad de romper la

oxidativa de lignina a través de ligninasas extracelulares.
estructura tridimensional de la lignina, se han estudiado otras enzimas como son las
deshidrogenasas, que colaborarian en esta actividad al reducir los productos secundarios
generados en la oxidacién del polimero pudiendo inhibir a las peroxidasas responsables de la
oxidacion.

En 1991 Muheim et al. purificaron y caracterizaron la arilalcohol deshidrogenasa intracelular
dependiente de NADPH del P. chrysosporium, que reduce varios metabolitos secundarios tales
como veratraldehido, p-anisaldehido, vainillina y 3,5-dimetoxibenzaldehido.™®

No se encontraron antecedentes en cuanto a la utilizacién de esta especie en reducciones de
alcoholes alifaticos.

Con Aureobasidium pullulans (CCM H1) se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a tiempo,
conversidon 'y excesos diastero- y enantioméricos, obteniéndose mayoritariamente el
estereoisdmero de configuracion (25,3S). Este microorganismo cuenta con antecedentes en la

reduccién de varios tipos de sustratos,”’”* incluyendo B-cetoesteres.”

1.2.1.2- Células en reposo:

En este procedimiento, a diferencia de la técnica de células en crecimiento, la biotransformacién se

llevo a cabo en agua estéril sin nutrientes, lo que impide el crecimiento de los microorganismos y
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por lo tanto el desarrollo de reacciones secundarias debidas a sus rutas metabdlicas. Todas las
operaciones fueron realizadas manipulando mediante técnica aséptica y los detalles experimentales

se describen en el capitulo correspondiente.

Utilizando las especies A. terreus, P. chrysosporium, Rhizopus sp. y T. koningii se realizé una
evaluacion preliminar de la capacidad de reduccién de los filos Basidiomycota, Ascomycota y

Zygomycota mediante la técnica de resting cells (células en reposo).

Entrada Cepa Tiempo Conversion syn/anti ee (%) ee (%)
(h) (%) syn (2R,3S) anti (2S,3S)
1 Aspergillus terreus 48 100 30/70 >99 >99
(BFQU 121)
2 Trichoderma 96 92 25/75 >99 >99
koningii
(ATCC 76666)
3 Rhizopus sp. 96 6 20/80 80 95
(CCM H43)
4 Phanerochaete 96 3 52/48 50 >99
chrysosporium
(CCM B4)

Tabla 4. Reduccidn de (2) mediante biotransformacion con células en reposo (resting cells).

En los resultados obtenidos, Tabla 4, se observd que las cuatro especies estudiadas no mostraron
mejores resultados que con las células en crecimiento. En primer lugar, los valores de conversion
siguen la misma tendencia que en la técnica anterior, siendo las entradas 3 y 4 los niveles de
conversién mas bajos. A su vez, dichos valores no superan el 10%, a diferencia de lo encontrado con
el procedimiento de células en crecimiento. Esto hace pensar que quizds en estas cepas el sustrato
(2) induce la formacién de la deshidrogenasa durante el crecimiento de las células, tal como fuese

21,22

descrito para algunas especies de bacterias y hongos, no ocurriendo lo mismo en la técnica de

resting cells.

En las 4 especies estudiadas se observan valores de diastereoselectividad mds bajos que lo
obtenido con células en crecimiento, Tabla 4. Asimismo, existe una preferencia hacia la formacidn
de los enantidmeros anti para las entradas 1 a 3. En el caso del Phanaerochaete chrysosporium no
existe diastereoselectividad hacia la formacion del par syn. Asimismo, se observé una elevada

disminucién en el exceso enantiomérico de este par de enantiomeros.
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Los excesos enantioméricos de las biotransformaciones llevadas a cabo con el resto de las especies

estudiadas fueron similares a los obtenidos con el procedimiento de células en crecimiento.

Debido a que los resultados obtenidos en esta evaluacion preliminar no fueron positivos,
comparados con el procedimiento de células en crecimiento, no se continué trabajando con esta

técnica.

1.2.1.3- Determinacion de la temperatura optima de cultivo de la cepa seleccionada como

biocatalizador

Para determinar la temperatura éptima de cultivo para la cepa seleccionada en el screening

preliminar, se realizaron los experimentos a 25, 28 y 32 °C.

En la Grafica 1, se exhiben las velocidades mdaximas a cada temperatura, determinada segun el
procedimiento descrito en la Parte experimental, para el biocatalizador seleccionado en el punto

1.2.1.1, A. pullulans.

Se puede observar que las velocidades de crecimiento a las temperaturas de 25 y 28° C no
presentan diferencias significativas, mientras que a 32 °C la velocidad especifica maxima es mucho
menor. Esta similitud en el crecimiento a las temperaturas de 25 y 28 °C nos permite trabajar

indistintamente sin variar la tasa de crecimiento.

0,08
0,06 {
0,04 -

0,02 -

v.esp.max.(h?)
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20 22 24 26 28 30 32 34

Temperatura(°C)

Grafica 1. Curva de temperatura éptima.
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1.2.1.4- Escalado de la produccidon de biomasa de la cepa seleccionada como biocatalizador

Con el fin de obtener un mayor volumen de producto final se decidid realizar el ensayo a mayor

escala utilizando células en crecimiento de la cepa que dio mejores resultados, A. pullulans.

En los resultados obtenidos, Tabla 5, no se observa una diferencia en la concentracion de biomasa
final generada en el escalado de la biotransformacién con A. pullulans. Esto sugiere, que las
diferencias en la relacién medio/volumen del erlenmeyer no modifica la disponibilidad de oxigeno
para este aerobio estricto, y que las diferentes condiciones (temperatura y rpm) no modifican la

biomasa final.

Condiciones ensayadas Valor promedio obtenido
Matraz de 100 mL, 25 mL de medio de cultivo, 25 2C, 100 rpm (6.5+0.3)g/L
Matraz 1L, 500 mL de medio de cultivo, 28 2C, 150 rpm (6.4+0.3)g/L

Tabla 5. Resultados del escalado de la produccién de biomasa a distintas condiciones.

1.2.1.5- Escalado de la reduccién con A. pullulans

Se realizd el procedimiento de células en crecimiento, de acuerdo a lo descrito en el capitulo Parte
experimental para la reduccion de 1 g de la mezcla racémica (2). Los valores de conversion y de
excesos enantio- y diastereoméricos fueron similares a los obtenidos en la biotransformacién con

50 mg de sustrato.
1.2.2- Desracemizaciones

El procedimiento se realizd en un medio sin nutrientes (agua estéril) y cdmo sustrato se utilizé la
mezcla de los 4 estereoisdmeros (3). Todas las operaciones fueron realizadas mediante
manipulacion aséptica y los detalles experimentales se describen en el capitulo Parte experimental.
Se realizd el screening sobre ocho cepas de hongos y levaduras, y los resultados se presentan en la
Tabla 6, indicando el porcentaje de cada uno de los isémeros presentes en la mezcla racémica de

(3) al inicio de la biotransformacién.
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. OH O OH O OH OH O
Entrada Cepa Tle(:;po /S\R)Lo - /ka)l\o/\ /ka/‘ﬁ\o/\ /s\f)\o’\

(%) (%) (%) (%)

Reduccion con NaBH, - 24 23 26 27

1 Geotrichum candidum 72 0 22 31 47
(CCM H38)

2 Penicillium italicum 24 20 26 27 27

(CCM L7)

3 Aspergillus terreus 168 22 44 18 16
(BFQU 121)

4 Kluyveromyces 120 22 22 23 23
marxianus

(NRRL Y-8281)

5 Aspergillus ochraceus 48 22 22 26 30
(CCM H22)

6 Aureobasidium 72 25 21 27 27

pullulans (CCM H1)
7 Trichoderma koningii 72 22 24 23 31
(ATCC 76666)

8 Rhizopus sp. 72 23 25 24 28

(CCM H43)

Tabla 6. Desracemizacion de la mezcla racémica (3).

De acuerdo a datos de literatura,”**

con Geotrichum candidum es posible cambiar la composicion
de una mezcla racémica inicial de compuestos del tipo ariletanol e hidroxiésteres hacia una mayor
formacion de los estereoisdmeros (R). Nakamura, K., et al., explicaron el mecanismo de esta
biotransformacién a través de las diferencias de selectividades de las enzimas responsables en
realizar la oxidacion de los alcoholes y posteriormente su reduccién, Esquema 35. En su trabajo
confirmaron esta teoria al estudiar el comportamiento del compuesto 1-D-feniletanol por *H-RMN.
Se observd que el contenido de deuterio en la mezcla racémica del 1-D-feniletanol descendia 50%
pasadas las 24 h de reaccidn, lo cual hacia suponer que el protén metinico del estereoisémero (R)
generado en la reaccidn no provenia del estereoisdmero (S) sino de la oxidacion y reduccion del
compuesto carbonilico. Una deshidrogenasa es la responsable en reducir la arilcetona y obtener el
(S)-alcohol, mientras que otra deshidrogenasa produce el (R)-alcohol. La capacidad de la primera

enzima en llevar a cabo la reaccién inversa frente a la baja actividad de la segunda enzima en la

oxidacién desplaza la biotransformacion hacia la formacion del isémero (R), Esquema 35.
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OH OH OH o OH
G. candidum 7 R
OH o) OH
G. candidum G. candidum :
- — OO
(S (R)

Esquema 35. Desracemizacion del 1-D-feniletanol.

Los resultados obtenidos con las reacciones de desracemizacion confirmaron la actividad del G.
candidum, siendo la Unica especie estudiada capaz de conseguir una mayor formacién de uno de
los estereoisomeros a costa del consumo del isdmero (2R,3S). Sin embargo, el isémero enriquecido
corresponde al (25,3S). Este resultado, y el trabajo de Nakamura, K., et al.,”> explicado en el parrafo
anterior, nos permitieron desarrollar como hipdtesis el mecanismo planteado en el Esquema 36. El
mismo involucra la oxidacién selectiva del isémero (2R,3S), formando el PB-cetoéster
correspondiente, ocurriendo en el proceso de la biotransformacion un tautomerismo ceto-endlico
gue tiene como resultado la racemizacion del carbono en la posicion 2. Una mayor selectividad o
velocidad de la enzima involucrada en la reduccion del 2(S)-2-metil-3-oxobutanoato de etilo
(comparado con el (2R)-2-metil-3-oxobutanoato de etilo) y un comportamiento tipo Prelog
reflejarian los resultados obtenidos. Estas reacciones biocataliticas en tandem ocurren

simultdaneamente en un Unico paso, dificultando asi el aislamiento de la cetona intermedia.

OH O OH O OH O OH O
/K_)’J\O/\ /\KLO/\ /-\_)J\O/\ /'\r‘LO/\
(2R,3R) (2S,3S) (2R,3S) (2S,3R)
(S)-deshidrogenasa (S)-deshidrogenasa
O O O O
racemizacion =
(2S)-2-metil-3-oxobutanoato de etilo (2R)-2-metil-3-oxobutanoato de etilo

Esquema 36. Mecanismo propuesto para la desracemizacion de la mezcla racémica (3) con G. candidum.
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Con el objetivo de aumentar la proporcién del esterecisémero (25,3R)-3-hidroxi-2-metilpentanoato
de etilo, como precursor en la sintesis de sitofilato, se estudid el comportamiento de la

2326 como agente inhibidor de la (S)

desracemizacidon ante el agregado de metilvinil cetona,
deshidrogenasa involucrada en la reduccién de 2-metil-3-oxobutanoato de etilo, para aumentar la

formacién del alcohol (R).

El procedimiento seguido se describe en la parte experimental. A las 72 horas de biotransformacién
no se observo alteracion en la proporcion inicial de los esteroisémeros. Esto hace suponer que si
bien ocurre una inhibicidn de la (S)-deshidrogenasa, esta inhibicién podria ocurrir tanto para la
reduccidon como oxidacion. Por esa razén no se observa una mejora en el exceso enantiomérico del

compuesto (3b) a costa del consumo de (3a).

La biotransformacion con A. terreus dio como resultado un moderado porcentaje de

7728 siendo éste el primer

desracemizacidn, tal como fue descrito para compuestos aromaticos,
trabajo referido a compuestos alifaticos. Sin embargo, contrario a lo obtenido con G. candidum,
aumenté la proporcidn del esteroisomero (2S,3R) a través del consumo de los enantiémeros anti. Si
bien el estereoisomero formado es el de nuestro interés, el bajo exceso enantiomérico generado

(33%) no nos permite seleccionarlo como el biocatalizador mas adecuado.

1.>® en este caso los resultados

De acuerdo a la propuesta de mecanismo de Nakamura, K., et a
obtenidos hacen proponer como mecanismo de reaccion, la oxidacion de los enantiémeros anti por
medio de alcohol deshidrogenasas con igual velocidades de reacciéon, mientras que la
deshidrogenasa responsable de la reduccion seria mas rapida o selectiva con respecto al sustrato
(25)-2-metil-3-oxobutanoato y su actividad anti-Prelog, ver Esquema 37. Sin embargo, los

resultados en la reduccién de (2) (Tabla 3, entrada 6), indican como Unica actividad de la

deshidrogenasa un comportamiento tipo Prelog, contradiciendo asi el mecanismo propuesto.
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OH O OH O
/'\_)J\O/\ o\
(2R,39) (2S,3R)
OH O OH O

(R)-deshidrogenasa

5;
)
?

(2R.3R) (25.39)
(R)-ADH (S)-ADH
Y O/\ f— X 0 e — o/\
(2R)-metil-3-oxobutanoato de etilo (2S)-metil-3-oxobutanoato de etilo

Esquema 37. Mecanismo propuesto para la desracemizacion con A. terreus.

El resto de los microorganismos estudiados no dieron lugar a desracemizacion. Por lo tanto, de la
evaluacion de esta biotransformacién no surgen altos valores de excesos enantio- y

diastereomericos Utiles en rutas sinteticas.
2. Sintesis de sitofilato

Una vez seleccionada la biotransformacién que permite obtener sintones con estructura de a-
metil-B-hidroxiesteres homoquirales, el segundo objetivo de esta tesis es la sintesis de (25,3R)-3-
hidroxi-2-metilpentanoato de 1-etilpropilo, feromona de agregacion de la Sitophilus granarius plaga

de granos almacenados de importancia econémica en Uruguay y la regién.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la sintesis de (3d), se propuso una ruta quimioenzimatica
en donde la reduccién con A. pullulans (CCM H1) nos permitiria obtener (6d) dépticamente puro,
para luego, mediante una reaccién de Mitsunobu, invertir la configuracién absoluta del carbono 3.
La formacién del éster de 1-etilpropilo se llevaria a cabo por medio de una transesterificacién

utilizando Cal B y 3-pentanol, Esquema 38.
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2 9 K2CO3, Mel A. pullulans ?H Q
\)J\)J\o/\ N o/\
acetona, reflujo 8 C, 150 rpm
4
(2S,39)
6d

acido p-nitrobenzoico
trifenilfosfina

THF, TA
OH O CalB
/(/ 30°C, 200 rpm
\/'\‘)ko Ji/ \/‘YJ\
Sitofilato HO (2S,3R)
7 6b

Esquema 38. Ruta quimioenzimatica propuesta para la sintesis de 7.
Fue necesario preparar los estandares correspondientes a los compuestos (6a), (6b), (6c) y (6d) a
los efectos de monitorear la biotransformacién con A. pullulans, previo a iniciar la sintesis de

sitofilato.

2.1- Identificacion de los estereoisomeros del compuesto (6)

La sintesis de (5) se llevd a cabo utilizando 3-oxopentanoato de etilo, de acuerdo a la técnica
descrita en la primera parte de este capitulo, entrada 4, Tabla 1. Se obtuvo la mezcla racémica (5)

con un rendimiento de 90% y su espectro de "H-RMN se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Espectro de *H-RMN de la mezcla (5).
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En el espectro se observa un cuarteto a 3.52 ppm correspondiente a la sefial del protén metinico en

la posicién 2.

La mezcla racémica (5) se resolvié por cromatografia gaseosa quiral utilizando el Programa 2,

observandose dos sefiales a 18.3 y 19.4 minutos.

La reduccién de la mézcla (5) con borohidruro de sodio permitié obtener los 4 esteroisémeros

posibles, Esquema 39.

—_—
\)Kg)l\o/\

5

(2S,3R)

Esquema 39. Reduccion quimica de la mezcla (5).

A los efectos de identificar cada uno de ellos se utilizaron las mismas herramientas y conceptos que

en la primera parte de este capitulo.

Por medio de la reduccién de (4) con E. coli BL21 (DE3) AyghE (pPP4) se obtuvo (3S)-3-

hidroxipentanoato de etilo de forma enantiomericamente pura (>99% ee), el cual fue metilado en

posicion o mediante el procedimiento descrito por Frater et al.,” obteniendo exclusivamente el

estereoisémero (6d), Esquema 40. El enantidmero (6¢) fue identificado, al igual que para los

esteroisomeros del compuesto (3), tomando en cuenta el comportamiento distereo- pero no

enantioselectivo de la reduccién con borohidruro de sodio. En la Figura 23, se presenta el

cromatograma obtenido para la mezcla de estereoisomeros (6) mediante el Programa 2,

identificando los compuestos (6¢) y (6d).
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\)CL/[CJ)\ E. coli BL2L \/C:_)i)cj)\ LDA, Mel oH 0
4 8
6d
(2S,3S)
Esquema 40. Sintesis del esteroisémero (6d).
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Figura 23. Cromatograma de la mezcla (6) mediante Programa 2.

Se verificd la configuracién relativa del compuesto (6d) a través del espectro de 'H-RMN,
considerando el trabajo de Kalaitzakis et al., publicado en 2008, en donde establece los
desplazamientos quimicos del protdn carbinol, para distintos a-alquil-B-hidroxiesteres. El protdn
carbinol, como se observa en la Figura 24, se presenta a 3.60 ppm tal como fue descrito por

Kalaitzakis et al. para los esteroisémeros anti (3.583 ppm).*

En este caso, puede realizarse el mismo razonamiento que para el 2-metil-3-oxobutanoato de etilo,
Figura 15. De la visualizacidn de los estereoisdmeros anti mediante las proyecciones de Newmann,
surge que el conférmero mds estable para anti, sea aquel donde exista menor impedimento
estérico entre los sustituyentes y formacidn de un enlace de hidrogeno, esto genera un angulo de
solapamiento entre el protén del grupo metinico y el protén carbinol de 180° aproximadamente,
equivalente a una constante de acoplamiento en el espectro de *H-RMN de aproximadamente 7 Hz.
Se determind una constante de acoplamiento de 8.4 Hz lo cual, junto con lo descrito en el parrafo

anterior, nos permite confirmar la configuracién absoluta del compuesto (6d).
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Los esteroisémeros syn fueron identificados mas adelante, al realizar la reaccién de esteroinversion

de Mitsunobu del compuesto (6c).
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Figura 24. Espectro de "H-RMN del compuesto (6d).
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2.2- Sintesis de sitofilato

2.2.1-Reduccion de (5)

Se realizé la reduccién de la mezcla racémica (5) utilizando A. pullulans (CCM H1) mediante el
procedimiento de células en crecimiento descrito en la Parte experimental. Los resultados
obtenidos, reflejan un comportamiento menos estereoselectivo por parte de esta cepa, que el
observado en la reduccién del compuesto (3). Como se observa en la Figura 25, si bien la reduccién
muestra un comportamiento diastereoselectivo hacia los isdmeros anti, no presenta una alta

enantioselectividad obteniéndose los isémeros (6c) y (6d) en una relacion 28/72 respectivamente.

Intensity
i 5
200000 |
] |
150000 Al
] a
100000 L]
; ]
i |
50000 2 ! i lI
: \ 1N
] ls | | || \
G ] e N A I = J l'.. I.I'.__,llll,_,.-lk'——li\._
] T T T T T T T T I T T T T | T T T T
10 20 30
nin
Pealk® Ret.Time Area Height Conc. Uit Mark ID# Cmpd Name Area¥
1 18.202 219978 42094 0.000 4.3474
2 18,426 9888 1521 0,000 WV 0.1954
3 19337 283257 48124 0.000 5.5980
4 23.154 1282090 130271 0,000 253379
5 23.597 3264758 202538 0.000 64,5213
Total 3039971 424344 100.0000

Figura 25. Cromatograma de reduccion de (5) con A. pullulans.

De acuerdo a lo descrito en el punto A.2.1.1, una conversion del 90% en la formacién de los
esteroisomeros anti a partir de la mezcla racémica (5), nos hace pensar que en el medio de
reaccion el sustrato sufre un tautomerismo ceto-enol. Esto fue verificado mediante un experimento
sencillo. Se determiné el espectro de 'H-RMN de la mezcla (5) en agua deuterada al inicio. Se

agregaron 3 mg de (NH,4),S0,, 1 mg KH,PO,, 1 mg CaCl,.2H,0 y 1 mg de MgS0,.7H,0, al mismo
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tubo y se determiné el espectro de 'H RMN a las 24 horas de preparada la solucién Figura 26 y

Figura 27.

El equilibrio ceto-enol pudo observarse a través del intercambio entre el protdn metinico (CH) y el
deuterio del disolvente. Para esto se determind la relacidn entre las areas de los protones metinicos

(3.72 ppm) y metilénicos (4.08 ppm), Tabla 7.

A las 24 horas se observd una disminucidon en la relacion entre las areas lo cual es debido al

intercambio entre el protén metinico y el deuterio del disolvente durante el equilibrio ceto-enol.

blanco 0.477

24h 0.333

Tabla 7. Relacién de areas CH/CH,
en espectro de '"H-RMN
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El resultado obtenido en la reduccién de (5) con A. pullulans, diferente al esperado, modifica la ruta
sintética propuesta para sitofilato, Esquema 38, debiendo incorporarse una etapa de resolucién de
la mezcla racémica luego de la reduccién enzimatica. En el Esquema 41, se presenta la nueva ruta
sintética propuesta, en donde se agrega un paso de acetilacién enzimatica enantioselectiva

utilizando Cal B y acetato de vinilo como dador de acilo.

OH O OH O
o o K2COs, Mel, R A. pullulans : \/‘\)J\
. p
\)J\/”\o/\ o o Y o
Acetona :
4 5 (25,39) (2R,3R)
6d 6¢C
'8
)LO Ca B

(25,39)
6d

Acido p-nitrobenzoico
Trifenilfosfina

K2COs/EtOH

OH O Ji/ calb OH O
\ArLO -— \A(LO/\
HOJ:/

sitofilato (2S,3R)
7 6b

Esquema 41. Nueva ruta sintética para la sintesis de sitofilato.

2.2.2-Acetilacion de la mezcla (6c) v (6d)

Se realizé la acetilacién de (6¢) con Cal B de acuerdo al procedimiento descrito en la parte
experimental, Esquema 41. Al no completarse la reaccion, fue necesario purificar y seguir la
reaccién con enzima nueva. Esto llevd a un menor rendimiento global de la reaccién (40%). En el
cromatograma de la reaccion se observé que el rendimiento de la acetilacién fue de 95.5 % lo cual
nos permite obtener el compuesto (6d) con un exceso enantiomérico del 91%, Figura 28. A los

tiempos de retenciéon de 23.33 y 23.67 minutos se observan los enantiémeros (6¢c) y (6d)
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respectivamente, mientras que a 26.04 minutos se observa el producto de la acetilacion de (6c), el
compuesto (9).

Intensity
125000

- i

100000 ‘

10 20 3C

1mn
Figura 28. Cromatograma de la acetilacion con Cal-B.
t=26.04 min (9)
t=23.67 min (6d)
t =23.33 min (6c)
El crudo de la reaccidon se purificé por cromatografia en columna aislando los compuestos (6d) y

(9).

En la Figura 28 se observa el comportamiento enantioselectivo de Cal B al no acetilar el
esteroisdmero (6d). Esto nos permite obtener el compuesto (9) con un exceso enantiomérico

mayor a 99%.

Se hidrolizd el grupo acetilo en (9) utilizando K,CO; catalitico y etanol, obteniendo (6c)

enantioméricamente puro.

2.2.3- Sintesis de sitofilato

Sintesis de (2R,3R)-sitofilato (12)

El compuesto (6¢) se transesterificd enzimaticamente utilizando Cal B como catalizador y 3-
pentanol como nucledfilo, obteniendo (2R,3R)-sitofilato (12) con un rendimiento del 90% y un

exceso enantiomérico mayor a 99%.
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En el trabajo de Kalaiztakis et al. se describe un desplazamiento de 3.568 ppm para el protdn
carbinol del compuesto anti.”® Esto nos permite confirmar la configuracién relativa de (2R,3R)-
sitofilato ya que en el espectro de 'H-RMN, Figura 29, se observa un multiplete a 3.57 ppm
correspondiente al protdn carbinol, Figura 30. Las sefales correspondientes a los grupos metilo del
grupo etilpropilo aparecen a 0.89 ppm como un triplete que integra 6 protones (grupos metilicos),
a 1.58 ppm un multiplete correspondiente a los 4 protones de los grupos metilénicos, Figura 31,y a

4.80 ppm un multiplete correspondiente al protén metinico, Figura 32.
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Sintesis de (2S,3R)-sitofilato

Como se menciond anteriormente el estereoisémero (6d) se obtuvo con un 91% ee, en relacién al
compuesto (6¢). En la Figura 33, se puede observar el cromatograma del compuesto con trazas de

su enantidmero. En los pasos siguientes, ninguna de las reacciones es enantioselectiva por lo que el

nivel de pureza dptica se mantendra hasta la obtencidn del producto final.

250000

200000 u

150000 ]
] |
100000

10 20

30

Figura 33. Cromatograma del compuesto (6d) mediante Programa 2. o
Para la obtencidon del esteroisémero (2S,3R)-sitofilato fue necesario invertir la configuracion
absoluta en C-3 de (2S,35)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo. Para ello se llevd a cabo la
reaccién de Mitsunobu en donde el alcohol (6d) y el 4cido p-nitrobenzoico forman el compuesto

(11), mientras que trifenilfosfina se oxida y el azodicarboxilato de diisopropilo se reduce a
hidracina, Esquema 42.%
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é acido p-nitrobenzoico

NO,

Pr-i0,CN=NCO,i-Pr + Php ——= Pr-iOZCl\Il-NHCOZi-Pr

azodicarboxilato de diisopropilo  trifenilfosfina *PPhs PNB’
OH O PNB- +Ph3P O
H A~ Pr-i0,CN-NHCO,i-Pr . X

o +PPhg PNB"
6d
NO,
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10 11

Esquema 42. Reaccion de Mitsunobu sobre el compuesto (6d).
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0~ + Pri0,CNHNHCO,i-Pr

Se probd la reaccion con dos disolventes diferentes, obteniéndose el mejor resultado con THF,

Tabla 8.

1 PPhs, PNB, DIAD, Benceno, temperatura

ambiente, 72 h.

7%

2 PPhs, PNB, DIAD, THF, temperatura
ambiente, 72 h.

43%

Tabla 8. Condiciones de reaccion. Reaccion de Mitsunobu.

En el espectro de "H-RMN de (11) se observan los dos dobletes a 8.19 y 8.29 ppm correspondientes

a los protones aromaticos del grupo p-nitrobenzoilo. Asimismo, se observa que la constante de

acoplamiento entre el C2 y C3 es 5.1 Hz, en vez de 7 Hz como era esperable y luego confirmado

para los enantiomeros anti. Esta constante de acoplamiento cercana a 4 Hz nos permite suponer

que la reaccidon ha sido exitosa y se ha invertido la configuracién del grupo hidroxilo. Esto serd

confirmado en el paso siguiente.

La desproteccion de (11) se llevé a cabo en etanol absoluto y K,CO; obteniéndose el esteroisémero

(6b) con un rendimiento de 90%.
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El ultimo paso en la sintesis de (2S,3R)-sitofilato es la transesterificacién de (6b) con 3-pentanol y
utilizando Cal B como biocatalizador. La biotransformacién con Cal B sobre (6b) presenté un

rendimiento del 90% en 10 dias de biotransformacion.

En el espectro de H-RMN, Figura 34, aparecen las sefiales corresponden al grupo etilpropilo, a 0.91
ppm como un triplete (grupos metilicos), a 1.59 ppm como un multiplete (grupos metilénicos),
Figura 35,y a 4.81 ppm un triplete de triplete correspondiente al grupo metinico Figura 36.

De acuerdo al trabajo de Kalaitzakis et al.,” un desplazamiento de 3.83 ppm para este protdn

confirma la conformacion syn de este producto (3.800 ppm), Figura 36.
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Los datos de espectrometria de masa coinciden con los descritos en la literatura. Se observa un
pico a m/z = 203 que coincide con el idn molecular més un hidrogeno (M*+1). También se observan
los fragmentos m/z = 115 y 74 correspondientes a la ruptura en el enlace C1-O con la pérdida del
fragmento [OCH(CH,CHs),] y a la formacién del i6n acido propidnico proveniente del rearreglo de

Mec. Lafferty,” (Esquema 8), respectivamente.

Se determind la rotacidn dptica del producto [a]*’p = -5.4 (c=1 AcOEt).

m/z = 74

Esquema 8. Formacién del fragmento m/z 74 a través del rearreglo de Mc Lafferty
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5. CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

1. CONCLUSIONES

1.1 Evaluacidn de biocatalizadores y metodologias

Se realizd un screening de cepas de hongos y levaduras junto a la evaluacién de dos metodologias
enzimaticas diferentes (reduccidnes y desracemizaciones) para la preparacién de precursores a-
. . .z . . ’ . s 1
metil-B-hidroxiéster quirales, necesarios en la sintesis de feromonas sexuales de coledpteros.” Se
selecciond la cepa Aureobasidium pullulans (CCM H1) como mejor biocatalizador, al exhibir los
mejores resultados: 24 h de biotransformacién, conversién 99%, 92% ed y 94% ee para el (25,35)-3-

hidroxi-2-metilbutanoato de etilo.

En el ensayo de desracemizacion con A. terreus se obtuvo como producto mayoritario el

estereoisomero buscado (25,3R)-2-hidroxi-3-metilbutanoato de etilo.

Se determind la temperatura dptima de crecimiento para las temperaturas estudiadas y se realizd el

escalado de la biotransformacion a 1 g de sustrato.

1.2 Sintesis de sitofilato

Se desarrollé una ruta quimioenzimatica para el (2R,3R)-sitofilato y (2S,3R)-sitofilato utilizando el

biocatalizador y metodologia seleccionada en la etapa anterior.

Se sintetizaron la feromona de agregacidn de S. granarius (2S5,3R)-sitofilato y su estereoisomero

(2R,3R)-sitofilato.’
2. TRABAJO A FUTURO

Se plantea mejorar los resultados de rendimiento y excesos diastereo- y enantioméricos en la
reduccion del 2-metil-3-oxobutanoato de etilo con Aureobasidium pullulans (CCM H1), a través de
la optimizacion de condiciones de biotransformacién, como por ejemplo relacion

sustrato/biocatalizador, uso de co-solventes, utilizacion de inhibidores enziméticos, etc..

Si bien en la desracemizacién con A. terreus se obtuvo como producto mayoritario el
estereoisomero buscado (2S,3R)-2-hidroxi-3-metilbutanoato de etilo, los bajos valores de
conversidn y exceso enantiomérico resultaron en desestimacion de esta técnica para la sintesis de

sitofilato. Por lo tanto, se plantea estudiar a futuro diferentes condiciones del ensayo (uso de
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inhibidores enzimaticos, edad del cultivo, temperatura de la biotransformacidn, etc.) a los efectos

de optimizar el proceso.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIALES Y METODOS

Los disolventes utilizados fueron destilados previamente a su uso, secados y purificados segun la
literatura especializada." Las reacciones en condiciones anhidras se llevaron a cabo bajo atmdsfera
de nitrégeno. Los reactivos comerciales fueron obtenidos de Sigma-Aldrich y usados sin mayor

purificacién.

Para el seguimiento de las reacciones se utilizd cromatografia en capa fina (TLC) de silica gel flash
(Kieselgel HF254 de Macherey-Nagel) visualizadas con luz UV (254 nm) o utilizando anisaldehido o

acido fosfomolibdico como reveladores.

Las cromatografias en columna se realizaron utilizando silica gel (Kieselgel 60, 230-400 mesh) de

Macherey-Nagel como fase estacionaria.

Para la obtencidon de los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se empled un equipo
Bruker Avance DPX-400 MHz. Todos los experimentos fueron llevados a cabo a 302C, utilizando
como disolvente CDCl; y TMS como estandar interno. Los desplazamientos quimicos (8) se

expresaron en ppm y las constantes de acoplamiento (/) en Hertz.

La rotacion especifica fue medida a 252C en un polarimetro Zuzi 412 usando una celda de 0.5 dm.

Los valores de [a], estan dados en °.cm®.g™ y los valores de concentracidn se expresan en g/100 mL.

Todos los procedimientos microbiolégicos se desarrollaron utilizando técnica aséptica. Los
materiales, accesorios, soluciones y medios de cultivo fueron esterilizados por calor himedo o seco

previo a su utilizacion.

Las biotransformaciones se llevaron a cabo en shaker orbitales termostatizados Thermoforma

(modelo 420) y Sanyo (modelo 10X400.XX2.C).

El seguimiento de las biotransformaciones y de algunas de las reacciones fue realizado por
cromatografia gaseosa en equipos Shimadzu Modelos 2010 y 2014 con detector FID y columnas
Megadex DET-TBS (25 m x 0.25 mm x 0.25 um) para cromatografia gaseosa quiral y Carbowax 20
MEGA (0.25 mm x 30 m x 0.25 um) respectivamente. Los programas de temperatura utilizados en la
cromatografia gaseosa quiral fueron: Programa 1: 602C / 12C/min / 702C (10 min)/ 22C/min / 1502C
(5 min), Programa 2: 60 2C (0 min) / 2 2C/min / 120 °C (0 min) / 10 2C/min / 150 °C (5 min),Tey:
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2209C, Tp: 2502C. En cromatografia gaseosa no quiral se utilizé el Programa 3: 60 2C (5min) / 140
2C (0 min) / 82C/min / 240 °C (5 min) / 252C/ min. El exceso enantiomérico y la configuracion
absoluta de los productos se determinaron por cromatografia gaseosa quiral, comparando con

estandares previamente descritos en la literatura.

Para los espectros de masa se utilizé un equipo GC-MS QP-2010 Shimadzu. Los espectros de EI-MS

(ionizacién electrénica-MS) fueron obtenidos en modo scan desde m/z 40 a 350.

Las cepas de hongos y levaduras utilizadas pertenecen a la coleccion del Laboratorio de

Microbiologia del Departamento de Biociencias (Facultad de Quimica, UDELAR).

Se utilizaron lipasas comerciales: lipasa A (Chirazyme L5-Lyo) y B de Candida antarctica (Novozym

435) proporcionadas por las firmas Roche y Novo Nordisk respectivamente.

Las cepas de Escherichia coli recombinantes utilizadas fueron JM105 (expresando la enzima aldo-
cetoreductasa Geylp) y BPL1 (DE3) AyghE (pPP4), pertenecen a la coleccién del Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Biociencias (Facultad de Quimica, UDELAR), y se encuentran

almacenadas en freezer a -70 eC.

2. DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS

2.1 2-metil-3-oxobutanoato de etilo (2)

2.1.1 Meétodoll

En un balén bajo atmdsfera de nitrégeno, se prepard una solucidn de etéxido de sodio en etanol,
agregando sodio (0.35 g, 15 mmol) en etanol absoluto (0.70 g, 15 mmol) a reflujo. Una vez
consumido el sodio se llevd la reaccidon a temperatura ambiente y se agregd 3-oxobutanoato de
etilo (2.0 g, 15 mmol) y ioduro de metilo (2.13 g, 15 mmol) a través de un ecualizador. Una vez
finalizada la reaccidn, se filtrd y se destilo el disolvente a presion reducida. El residuo se tomé en 20
mL de acetato de etilo, se lavé con acido clorhidrico 0.05% (3 x 5 mL), y la fase organica se secé con
sulfato de magnesio anhidro. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando

una mezcla hexano:acetato de etilo 9:1, como fase mévil. Rendimiento 18%. Aceite amarillo palido.
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2.1.2 Métodolll

En un balén bajo atmdsfera de nitrégeno, se prepard una solucién de 3-oxobutanoato de etilo (2.0
g, 15 mmol) en dimetilformamida (10 mL) y se agregd carbonato de potasio (1.10 g, 8 mmol) con
agitacién. Por ultimo, se agregd sulfato de dimetilo (0.97 g, 8 mmol) y se dejo llegar a reflujo. Se

observo la descomposicion del material de partida.
2.1.3 Método lll

Se activd alumina (19.5 g) por calentamiento a 180 2C y a vacio durante 4 horas. La aliumina
recientemente activada se suspendid en una solucién de etdxido de sodio en etanol (15 mmol Na,
10 mL EtOH absoluto) y se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizada la
reaccion, se destild el disolvente a presion reducida. En un balén de 150 mL y bajo atmdsfera de
nitrégeno, se adiciond 3-oxobutanoato de etilo (1.95 g, 15 mmol) al etéxido de sodio adsorbido
sobre alimina recientemente activada. La reaccidn se agité durante 30 min, y se agreg6 ioduro de
metilo (2.13 g, 15 mmol). Una vez finalizada la reaccion se purificd el crudo mediante filtracidon con
silica gel flash (5.5 g) y se lavd con abundante diclorometano. Se destild el disolvente a presion
reducida y el residuo se purific6 por cromatografia en columna utilizando una mezcla de

hexano:acetato de etilo 95:5 como fase mdvil. Rendimiento: 25%. Aceite amarillo palido.
2.1.4 Método IV

En un balén bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvid 3-oxobutanoato de etilo (0.20 g, 15 mmol) en
acetona anhidra (2 mL). Se agregd carbonato de potasio seco (0.199 g, 1 mmol), y la solucién se
agitd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se agregd ioduro de metilo (0.12 mL, 2 mmol) y
se calentd a reflujo durante 12 horas. Una vez completada la reaccidn, se agrego éter etilico (3 mL)
y se filtré la mezcla. Se evapord el disolvente a presion reducida, y el residuo se purificé por
columna cromatografica utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo 95:5 como fase movil. Se
siguid la reaccién mediante cromatografia gaseosa utilizando el Programa 2. Rendimiento 95 %
(0.211 g). Aceite amarillo palido, GC: Programa 2: t, = 26.58 min. (no se resuelven los

enantidomeros).

'H RMN: 6 (ppm) = 1.09 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3), 1.10 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CH;), 2.05 (s, 3H, CH3), 3.33
(9,J=7.2Hz, 1H, CH), 4.00 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH,).
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13C RMN: B (ppm) = 12.3 (CHs), 13.7 (CHs), 28.1 (CHs), 53.1 (CH), 60.9 (CH,), 170.1 (C=0), 203.3
(C=0).

2.2 2-metil-3-oxopentanoato de etilo (5)

En un balén bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvid 3-oxopentanoato de etilo (0.22 g, 2 mmol) en
acetona anhidra (2 mL). Se agregd carbonato de potasio seco (0.20 g, 1 mmol) y la solucidn se agitd
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se agregd ioduro de metilo (0.12 mL, 2 mmol) y se
calenté a reflujo durante 12 horas. Una vez completada la reaccidn, se agregd éter etilico (3 mL) y
se filtro la mezcla. Se evapord el disolvente a presion reducida, y el residuo se purificé por columna
cromatografica utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo 95:5 como fase mavil. Se siguio la
reaccion mediante cromatografia gaseosa utilizando el Programa 2. Rendimiento 90 %. Aceite

amarillo (pdlido). GC: Programa 2: t, = 18.27 min., 19.44 min.

'H RMN: & (ppm) = 1.08 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH;), 1.27 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.34 (d, J = 7.2 Hz, 3H,
CHs), 2.57 (m, 2H, CH,), 3.52 (q, /= 7.2 Hz, 1H, CH), 4.19 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH,).

3C RMN: & (ppm) = 7.6 (CHs), 12.8 (CH,), 14.0 (CHs), 34.6 (CH,), 52.5 (CH), 61.2 (CH,), 170.7 (C=0),
206.5 (C=0).

2.3 (2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo, (2S,3S)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo
(3¢c,3d)

Sobre una solucion de 3 mL de diisopropilamina destilada (0.11 g, 1.1 mmol,) en 2 mL de
tetrahidrofurano a 0 2C y bajo atmdsfera de nitrégeno, se agregd 0.91 mL de una solucién 1.23 M
de n-butillitio en hexano y se agité durante 5 minutos. La solucién de diisopropilamida de litio (LDA)
formada se llevd a -50 °C y se agregdé (0.074 g, 0.56 mmol) de la mezcla racémica de 3-
hidroxibutanoato de etilo. Se aumenté la temperatura a 0 2C, se agregd ioduro de metilo (0.080 g,
0.56 mmol) y se agité durante 30 min. Una vez finalizada la reaccién, se agregd hielo picado (20 g) y
se extrajo con acetato de etilo (3 x 3 mL). La fase orgdnica se secd con sulfato de magnesio anhidro
y se destild el disolvente a presidn reducida. El crudo se purificd por columna cromatografica de
silica gel flash utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo 8:2 como fase mavil. El avance de la
reaccién se monitoreé mediante cromatografia gaseosa. Rendimiento: 87%. Aceite amarillo palido,

ee: 4% (2S,3S). GC: Programa 2: t, = 20.00 min, 21.93 min.

142



Parte Experimental

'H RMN (400 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 1.21 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CHs), 1.24 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH;), 1.30
(t, J=7.2 Hz, 3H, CH3), 2.23 (s, 1H, OH), 2.46 (quinteto,;, J = 7.2 Hz, 1 H, CH), 3.90 (quinteto,,,, J =
6.5 Hz, 1 H, CH), 4.2 (m, 2H, CH,).

3C RMN: & (ppm) = 11.39 (CHs), 14.57 (CHs)ans, 21.15 (CHs)ang 47.32 (CH)ang, 60.97 (CH,), 69.86
(CH)any, 176.1, (C=0).

GC: Programa 1: t;1q = 36.037 min, t;;c = 33.265 min, t;1, = 31.934 min t,,, = 29.513.

2.3 (25,35)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo (6d)

Sobre una solucion de 3 mL de diisopropilamina destilada (0.11 g, 1.1 mmol,) en 2 mL de
tetrahidrofurano a 0 C y bajo atmdsfera de nitrégeno, se agregd 0.91 mL de una solucién 1.23 M
de n-butillitio en hexano y se agité durante 5 minutos. La solucién de LDA formada se Ilevé a -50 2C
y se agregd (3S)-hidroxipentanoato de etilo (8) (0.089 g, 0.56 mmol). Se aumentd la temperatura a
0 2C, se agregd ioduro de metilo (0.035 mL, 0. 56 mmol) y se agité durante 30 min. Una vez
finalizada la reaccidn, se agregd hielo picado (20 g) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 3 mL). La
fase orgdnica se secd con sulfato de magnesio anhidro y se destil6 el disolvente a presidn reducida.
El crudo se purific6 por columna cromatografica de silica gel flash utilizando una mezcla
hexano:acetato de etilo 8:2 como fase mévil. El avance de la reaccién se monitoreé mediante
cromatografia gaseosa. Rendimiento: 78%, ee: > 99%. Aceite amarillo palido. Programa 2: t, = 24.11

min.

'H RMN (400 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 1.21 (d, J = 7.3 Hz, 3H, CH;), 1.28
(t,J=7.1Hz, 3H, CHs), 1.47 (m, 1H, CH,), 1.59 (ddq, J; = 13.9 Hz, J, = 7.5 Hz, J3= 4.0 Hz, H, CH,), 2.53
(da, Jy=7.2 Hz, J,= 6.4 Hz, H, CH), 3.60 (ddd, J; = 8.4 Hz, J, = 6.3 Hz, J; = 4.0 Hz, H, CH), 4.17 (q, J; =
7.0 Hz, 2H, CH,).

3C RMN: & (ppm) =10.0(CHs), 14.3(CHs), 14.5 (CHs), 27.7 (CH,), 44.9 (CH), 60.7 (CH,), 74.8 (CH),
176.2(C=0).

2.4 (2S,3R) 3-p-nitrobenzoiloxi-2-metilpentanoato de etilo (11)

En un baldn bajo atmosfera de nitrégeno se agregd (2S,3S)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo
(0.18 g, 1.1 mmol), trifenilfosfina (0.39 g, 1.5 mmol) y 4cido p-nitrobenzoico (0.25 g, 1.5 mmol) en
10 mL de disolvente. Por ultimo, se agregd gota a gota azodicarboxilato de diisopropilo (0.30 g, 1.5

mmol) y se agitd la reaccién a temperatura ambiente durante 72 horas. Luego de finalizada la
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reaccion se destilé el disolvente a presidn reducida y el crudo se purific6 por columna
cromatografica de silica gel flash utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo 95:5 como fase

movil. Aceite incoloro. Rendimiento: 7% (Disolvente: Benceno), 43%, (Disolvente: THF).

'H RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs), 1.27
(d,J = 7.1 Hz, 3H, CHs), 1.79 (m, 2H, CH,), 2.84 (dq, J:= 7.1 Hz, J,= 5.1 Hz, H, CH), 4.13 (m, 2H, CH,),
5.41 (dt, J; = 8.0 Hz, J, = 5.2 Hz, H, CH), 8.19 (m, 2H, ArH), 8.29 (m, 2H, ArH).

3C RMN: & (ppm): 9.9 (CHs), 11.7 (CHs), 14.1 (CHs), 24.9 (CH,), 42.7 (CH), 60.6 (CH,), 76. 7(CH),
123.6 (CAr), 130.7 (CAr), 135.7 (CAr), 150.7 (CAr), 164.2 (C=0), 173.5 (C=0).

2.5 (2S,3R)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo (6b)

En un balén con el producto (11) (0.14 g, 0.47 mmol) disuelto en la minima cantidad de etanol
absoluto (3 mL), se agregd K,CO; en cantidad catalitica y se agitd la reaccion a temperatura
ambiente durante 96 horas. Luego de finalizada la reaccién se filtré el K,CO; y se destild el
disolvente a presion reducida. El crudo se purificd por columna cromatografica de silica gel flash
utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo 95:5 como fase movil. Rendimiento: 90% (0.068 g,

0.42 mmol). Aceite amarillo pélido. GC: Programa 2: t, = 22.48 min.

'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 (ppm)= 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3), 1.19 (d, J = 7.3 Hz, 3H, CH,), 1.30 (t,
J=7.2 Hz, 3H, CHs), 1.47 (m, 1H, CH,), 1.49 (m, H, CH,), 2.56 (m, H, CH), 3.83 (m, 1H, CH), 4.18 (q, J
=7.2 Hz, 2H, CH,).

3C RMN: & (ppm) =10.4(CHs), 14.2(CHs), 14.2 (CHs), 26.7 (CH,), 43.8 (CH), 60.6 (CH,), 73.2 (CH),
175.4(C=0).

2.6 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3a, 3b, 3¢, 3d)

Reduccién quimica

En un balén bajo atmdsfera de nitrégeno y a temperatura ambiente se prepard una suspensiéon de
borohidruro de sodio (0.24 g, 0.646 mmol) en 20 mL de etanol absoluto y se agregd 2-metil-3-
oxobutanoato de etilo (0.20 g, 1,4 mmol). La reaccién se completd luego de 3 horas, se filtrd y se
destil6 el disolvente a presidn reducida. El crudo se purificé mediante cromatografia en columna de
silica gel flash utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo 8:2 como fase mévil. Rendimiento: 95

%.
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'H RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.21 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.24 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH;), 1.30
(t,J = 7.2 Hz, 3H, CHs), 2.23 (s, 1H, OH), 2.46 (quintetogy, J = 7.2 Hz, 1 H, CH), 2.52 (ddyn J 1 = 7.3, J
= 3.8 Hz, 1 H, CH), 3.90 (quinteto,,;, J = 6.5 Hz, 1 H, CH), 4.09 (dqy,, J; = 6.5, J , = 4.0 Hz, 1 H, CH),
4.2 (m, 2H, CH,).

C RMN: & (ppm) = 11.39 (CHs), 14.49 (CH3)syn, 14.57 (CH3)gnei, 20.12 (CH3)gyn, 21.15 (CH3)gpei, 45.89
(CH)syn, 47.32 (CH)gneiy 60.97 (CH3), 68.39 (CH)gyn, 69.86 (CH)4nriy 176.1, (C=0).

GC: Programa 1: t;1q = 36.037 min, t,;1c = 33.265 min, t;1, = 31.934 min t,;, = 29.513.

2.7 3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo (6a, 6b, 6¢c, 6d)

Reduccién quimica

En un baldn bajo atmdsfera de nitrégeno y a temperatura ambiente se prepard una suspensiéon de
borohidruro de sodio (0.24 g, 0.646 mmol) en 20 mL de etanol absoluto y se agregd 2-metil-3-
oxopentanoato de etilo (0.21 g, 1.4 mmol). La reaccién se completd en 3 horas, se filtrd y se destild
el disolvente a presién reducida. El crudo se purific6 mediante cromatografia en columna de silica

gel flash utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo 8:2 como fase mévil. Rendimiento: 95 %.

'H RMN (400 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0.99 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CHs), 1.22 (d, J = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.29
(t, J = 7.2 Hz, 3H, CHs), 1.46 (m, 1H, CH,), 1.56 (m, 1H, CH,), 2.54 (dq, J, = 7.1 Hz, J, = 6.8 Hz, 1H,
CH), 3.60 (Mgpg, 1H,CH), 3.83 (M, 1H, CH), 4.18 (q, J =7.2 Hz, 2H, CH,).

3C RMN: & (ppm): 9.8 (CHs), 14.2 (CHs), 14.2(CHs), 27.6 (CH,), 44.8 (CH), 60.6 (CH,), 74.7 (CH),
176.2 (C=0).

GC: Programa 2: t;3q = 24.20 min., t,3c.= 23.70 min., t;3, = 23.03 min., t;3,=21.76 min.

2.8 (2R,35)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3a)

Reduccidn enzimatica con E. coli JM105

Se sembrd una placa de petri con medio LB-ampicilina con E. coli JM105 y se mantuvo en estufa a
37 9C durante 24 horas. Se tomé una colonia y se inoculé en un tubo de ensayo con 5 mL de caldo
LB-ampiciIina*. Este precultivo se incubd durante 24 horas en shaker orbital a 37 2C y 200 rpm.
Transcurrido este tiempo, se inoculé 100 mL (en erlenmeyer de 250 mL) de caldo fresco de LB-

ampicilina con 1 mL del precultivo. Este nuevo cultivo se incubé a 30 2Cy 200 rpm en shaker orbital
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hasta alcanzar un ODgyo de 0.5. En ese momento se agrego IPTG (para una concentracion final de 1
mM) y 2-metil-3-oxobutanoato de etilo (0.16 g, 10 mM), obteniendo (2R,3S)-3-hidroxi-2-

metilbutanoato de etilo (3a). Rendimiento: 55%, Conversidn: 55%, anti/syn: 1/99, ee: > 99%.

*Caldo LB-ampicilina (g/15 mL caldo): triptona (0.15), extracto de levadura (0.075), cloruro de sodio
(0.15), ampicilina (0.003).

2.9 (25,35)-3-hidroxi-2-metibutanoato de etilo (3d)

Reduccidn enzimatica con E. coli BL21

Se sembré una placa de petri con medio LB-ampicilina con E. coli BL21 y se mantuvo en estufa a 37
oC durante 24 horas. Se inoculd una colonia en 5 mL de caldo LB-ampicilina y se incubé durante 24
h en shaker orbital a 37 2C y 200 rpm. Transcurrido este tiempo, se inoculé 100 mL (en erlenmeyer
de 250 mL) de caldo fresco de LB-ampicilina con 1 mL del precultivo. Este cultivo se incubd a 30 2C
y 200 rpm, hasta alcanzar un ODgy, de 0.5. En ese momento se agrego IPTG (para una concentracion
final de 1 mM) y 2-metil-3-oxobutanoato de etilo (1.44g, 10 mM). Rendimiento: 81%, conversion:

100%, anti/syn: 89/11, ee: 68%.

2.10 (3S)-hidroxipentanoato de etilo (8)

Reduccién enzimatica con E. coli BL21

Se sembré una placa de petri con medio LB-ampicilina con E. coli BL21 y se mantuvo en estufa a 37
oC durante 24 horas. Se inoculd una colonia en 5 mL de caldo LB-ampicilina y se incubé durante 24
h en shaker orbital a 37 2C y 200 rpm. Transcurrido este tiempo, se inoculé 100 mL (en erlenmeyer
de 250 mL) de caldo fresco de LB-ampicilina con 1 mL del precultivo. Este cultivo se incubd a 30 2C
y 200 rpm, hasta alcanzar un ODgy, de 0.5. En ese momento se agregd IPTG (para una concentracion
final de 1 mM) y el 3-oxopentanoato de etilo (1.44g, 10 mM). Rendimiento: 28%, conversién: 100%,
ee: >99%.

2.11 Procedimiento para la reduccidon enzimatica con hongos y levaduras
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2.12.1 Células en crecimiento

Para la reduccién enzimatica de a-metil-B-cetoésteres se utilizaron las siguientes cepas de hongos y
levaduras: Penicillium expansum (CCM P17), Aureobasidium pullulans (CCM H1), Penicillium
italicum (CCM L7), Aspergillus terreus (BFQU 121), Geotrichum candidum (CCM H38), Trichoderma
koningii (ATCC 76666), Botrytis cinérea (CCM P18), Alternaria sp. (CCM A3), Trichoderma artroviride
(CCM M2), Rhizopus sp. (CCM H43), Aspergillus niger (CCM H21), Phanerochaete chrysosporium
(CCM B4), Kluyveromyces marxianus (NRRL Y-8281). Las cepas fueron cultivadas en tubos de PDA
(potato dextrose agar) en pico de flauta durante 3 dias a 28 2C. A partir de estos cultivos se
prepararon suspensiones de levaduras y de esporas (en el caso de hongos filamentosos) en suero
fisiologico estéril, de concentracién aproximada a 1 x 10’ células/mL. En el caso de los hongos las
esporas se contaron en camara de Neubauer, ajustando luego la concentracién por dilucién, y en el
caso de la levadura la concentracion se obtuvo por comparacion con el tubo N2 4 de la escala de

Mac Farland.

Las suspensiones microbianas preparadas (2 mL) se agregaron en diferentes matraces erlenmeyer
de 100 mL con 25 mL del medio de cultivo A. Los cultivos se incubaron en shaker orbital durante 3
dias a 25 °Cy 100 rpm. Pasado el tiempo de incubacidn se agregaron 0.05 mL (0.05 g, 0.00034 mol)
del 2-metil-3-oxobutanoato de etilo, siguiendo el protocolo de Yoshizako, F. et al.’> Se tomaron
alicuotas de 0.5 mL a las 24, 48, 72 y 96 horas. Se extrajo el medio de cultivo con acetato de etilo (3
x 5 mL), la fase organica se secd sobre sulfato de magnesio anhidro y se destilé el disolvente a
presién reducida. Las fracciones se analizaron por cromatografia gaseosa quiral, utilizando el

Programa 1.

Medio de cultivo A (g/L): sacarosa (50), (NH,4),SO, (5), HK;PO, (2), CaCl,.2H,0 (0.25) y MgS0,.7H,0
(0.25).

2.12.2 Células en reposo

Para las biotransformaciones con céulas en reposo se utilizaron las siguientes cepas de hongos
filamentosos: Aspergillus terreus (BFQU 121) Trichoderma koningii (ATCC 76666), Rhizopus sp. (CCM

H43), Phanerochaete chrysosporium (CCM B4).

Las cepas fueron cultivadas en tubos de PDA en pico de flauta durante 3 dias a 28 2C. A partir de

estos cultivos se prepararon suspensiones de esporas (en el caso de hongos filamentosos) de
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concentracidn aproximada a 1 x 10’ células/mL. Las esporas se contaron en cdmara de Neubauer,

ajustando luego la concentracién por dilucion.

Las suspensiones microbianas preparadas (2 mL) se agregaron en diferentes matraces erlenmeyer
de 100 mL con 25 mL del medio de cultivo A. Los cultivos se incubaron en shaker orbital durante 3
dias a 25 °Cy 100 rpm. Se extrajo el cultivo obtenido y la biomasa se transfirié a un erlenmeyer de
100 mL, con 25 mL de agua destilada y 2-metil-3-oxobutanoato de etilo (0.05 g, 0.34 mmol). La
biotransformacién se agité en shaker orbital a 25 °C y 100 rpm y se tomaron alicuotas de 0.5 mL a
las 24, 48, 72 y 96 horas. Se extrajo medio de cultivo con acetato de etilo (3 x 5 mL), se secd la fase
organica sobre sulfato de magnesio anhidro y se destild el disolvente a presién reducida. La

reaccion se monitored por cromatografia gaseosa utilizando el Programa 1.
2.12.3 Caracterizacion del crecimiento de A. pullulans en las condiciones de cultivo
2.12.3.1 Determinacién de la temperatura 6ptima de cultivo

Los experimentos se llevaron a cabo a 25, 28 y 32 2C. Se determind la temperatura dptima de
trabajo como la temperatura a la cual la velocidad de crecimiento de la levadura fue maxima. Se
construyeron curvas de crecimiento y se determind en cada caso la pendiente de la fase
exponencial de crecimiento la cual representa velocidad maxima de crecimiento en dichas
condiciones. Para ello se graficaron los valores de Ln(X./X,) en funcién del tiempo, siendo X, y X;la
biomasa inicial y la obtenida al tiempo t, respectivamente. De la pendiente correspondiente a la
fase exponencial de esta ultima grafica se determind la velocidad especifica maxima para cada
temperatura. Las velocidades obtenidas se graficaron en funcion de la temperatura de crecimiento,
determinandose la temperatura dptima. Se realizaron los ensayos por triplicado para obtener las
curvas de crecimiento. 2.13.3.2 Los resultados se presentan en el capitulo de resultados y

discusion.
2.12.3.2Escalado de la produccién de biomasa

Con el fin de obtener un mayor volumen de producto final se decidid realizar el ensayo a mayor
escala utilizando células en crecimiento de la cepa seleccionada de A. pullulans. En primer lugar se
determind si las nuevas condiciones de ensayo modificaban el crecimiento del hongo. Para ello se
realizaron dos ensayos de crecimiento utilizando el medio de cultivo A. Un ensayo se realizé en las
condiciones indicadas en el ensayo de seleccidon (matraz Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL

de medio de cultivo, incubado durante tres dias a 25 2C con agitacién orbital de 100 rpm). El otro
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ensayo se realizd en matraz de 1 litro de capacidad conteniendo 500 mL de medio de cultivo,
incubado por 3 dias a 28 2C en agitador orbital a 150 rpm. Al final de cada ensayo se determiné la
concentracion de biomasa final (medida como peso seco) en cada tratamiento. Cada ensayo se
realizé por duplicado, determinandose los valores medios y los intervalos de confianza (a = 0.05) en

cada caso. Los resultados se presentan en el capitulo de resultados y discusién.

2.13  (2S,3S)-3-hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (3d)

Procedimiento para la reduccidn en escala preparativa con A. pullulans

Se dejo proliferar y esporular A. pullulans durante 3 dias en tubos pico de flauta con PDA a 28 °C.
Luego de crecido el cultivo, se tomd con un ansa parte del micelio y se inocularon 500 mL del
mismo medio de cultivo en un erlenmeyer de 1 L. El cultivo se incubd por 3 dias en shaker orbital a
28 2C y 150 rpm. Se agregd 2-metil-3-oxobutanoato de etilo (1 g, 6.9 mmol) y se incubd en shaker
por 96 horas y en las mismas condiciones. Se extrajo el medio de cultivo con acetato de etilo, se
secd la fase organica con sulfato de sodio anhidro y se destild el disolvente a presién reducida. El
crudo se purificd por cromatografia en columna de silica gel flash utilizando una meazcla
hexano:acetato de etilo 8:2 como fase moévil. Rendimiento: 75%, Conversion: 100%, syn/anti: 3/97,

ee: > 99%, [a] p>° =22.5 (c 1.20, CHCl5).

2.14 2R,3R)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de etilo 2S,35)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de

etilo (6¢c, 6d)

Procedimiento para la reduccion en escala preparativa con A. pullulans.

Se dejo proliferar y esporular A. pullulans durante 3 dias en tubos pico de flauta con PDA a 28 °C.
Luego de crecido el cultivo, se tomd con un ansa parte del mismo y se inocularon 500 mL del
mismo medio de cultivo en un erlenmeyer de 1L. El cultivo se incubd por 3 dias en shaker orbital a
28 °C y 150 rpm. Se agregd 2-metil-3-oxopentanoato de etilo (1 g, 6.3 mmol) y se incubd por 96
horas y en las mismas condiciones. Se extrajo el medio de cultivo con acetato de etilo, se secod la
fase orgdnica con sulfato de sodio anhidro y se destilé el disolvente a presion reducida. El crudo se
purificé por cromatografia en columna de silica gel flash utilizando una mezcla hexano:acetato de
etilo 8:2 como fase mévil. Rendimiento: 50%, conversién: 90 % (456 mg, 2.84 mmol), syn/anti: 1/99,

ee: 44% (25,3S).
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2.15 Procedimiento para la estereoinversidon enzimatica (desracemizacién) catalizada por
hongos

Para esta biotransformacién se utilizaron las siguientes cepas de hongos y levaduras: A. pullulans
(CCM H1), P. italicum (CCM L7), A. terreus (BFQU 121), G. candidum (CCM H38), T. koningii (ATCC
76666), Rhizopus sp. (CCM H43), K. marxianus (NRRL Y-8281) y A. ochraceus (CCM H22). Las cepas
fueron cultivadas en tubos de PDA en pico de flauta durante 3 dias a 28 2C. A partir de estos
cultivos se prepararon suspensiones de esporas (en el caso de hongos filamentosos) y de levaduras
en suero fisioldgico estéril, de concentracidon aproximada a 1 x 10’ células/mL. En el caso de los
hongos las esporas se contaron en camara de Neubauer, ajustando luego la concentracion por
dilucidn, y en el caso de la levadura la concentracion se obtuvo por comparacién con el tubo N2 4

de la escala de Mac Farland.

Las suspensiones microbianas preparadas (2 mL) se agregaron en diferentes matraces erlenmeyer
de 200 mL con 50 mL del medio de cultivo B. Los cultivos se incubaron en shaker orbital durante 3

dias a30°Cy 150 rpm.

En el caso de A. pullulans y K. marxianus se tomd con un ansa parte del cultivo y se inoculé. Se
incubd en shaker orbital durante 3 dias a 30 °Cy 150 rpm. El cultivo obtenido se extrajo, la biomasa
(0.5 g de células mojadas) se transfirié a un vial con 3 mL de agua destilada, y la mezcla racémica 3-
hidroxi-2-metilbutanoato de etilo (0.015 g, 0.10 mmol) y se incubd en shaker orbiltal a 302C y 150
rpm. Se tomaron alicuotas a 24, 48 y 96 horas y se extrajo medio de cultivo con acetato de etilo (3 x
1 mL). Se seco la fase organica sobre sulfato de magnesio anhidro y se destilé el disolvente a

presién reducida. La reaccidn se monitored por cromatografia gaseosa utilizando el Programa 1.

Medio de cultivo B (g/3 mL): glicerol (1.5), extracto de levadura (0.5), polipeptona (0.25).

2.16 Procedimiento para el estudio de la inhibicidn de la desracemizacién de G. candidum

Se dejo proliferar y esporular G. candidum (CCM H38) en tubos pico de flauta con PDA a 28 2C
durante 3 dias. A 50 mL de medio de cultivo A se agregd una suspensién de esporas (1 x 10’
esporas/mL) y se dejé crecer el cultivo durante 3 dias en shaker orbital a 30 2C y 150 rpm. En un vial
con 3 mL de agua destilada se colocaron 0.5 g de células mojadas, la mezcla racémica 3-hidroxi-2-
metilbutanoato de etilo (0.015 g, 0.10 mmol) y alcohol alilico (0,0046 g, 0.079 mmol) como agente

inhibidor. La biotransformacién se llevé a cabo en shaker orbital a 30 2C y 150 rpm. Se tomaron
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alicuotas, a 24, 48 y 96 h, se extrajo el medio de cultivo con éter etilico (3 x 1 mL), se secé la fase

organica sobre sulfato de magnesio anhidro y destilé el disolvente a presion reducida.

2.17  Acetilacién catalizada con Cal B de la mezcla diastereomérica (3a, 3b, 3c, 3d)

En un vial de 5 mL se coloco la mezcla diasteromérica (3) (0.050 g, 0.00034 mol), 15 mg de lipasa B
de C. antarctica (Cal B, Novozym 435) y acetato de vinilo (0.030 g, 0,35 mmol) en hexano como
disolvente. Se agitd la mezcla de reaccidon durante 3 horas a 200 rpm en shaker orbital a 30 2C. La
reaccidon se monitored por cromatografia gaseosa y una vez finalizada se filtré la enzima y se destild
el disolvente a presion reducida. GC: Programa 1: t ,roquctos acetilados = 35.693 y 35.498 min., t;, =

29.859 min, t14=36.279 min.

Mezcla (3b1, 3c1)

'H RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 1.21 (d, J = 7.5 Hz, 3H, CHs), 1.24 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3), 1.30
(t,J = 7.2Hz, 3H, CH), 2.05 (s, 3H, CH3), 2.46 (M ng 1 H, CH), 2.52 (Mg, 1 H, CH), 3.9 (M, 1 H, CH),
4.09 (ddeyn J 1= 6.5, , = 3.9 Hz, 1 H, CH), 4.20 (m, 2H, CH,).

BC RMN: & (ppm) = 11.39 (CH5), 14.49 (CH3)syn, 14.57 (CH3)anti, 20.12 (CH3)eyn, 21.15 (CH3)ane, 22.71
(CH3), 45.89 (CH)syn, 47.32 (CH),ny, 60.97 (CHy), 68.39 (CH)syn, 69.86 (CH),ny, 176.1 (C=0), 173.7
(C=0).

2.18  Acetilacidn catalizada con Cal B de la mezcla (6¢, 6d)

En un balén de 100 mL se colocé la mezcla (3c:3d; 0.620 g, 3.9 mmol) en una proporcién 72:28
respectivamente, 200 mg de lipasa B de C. antarctica (Novozym 435) y acetato de vinilo (1 g, 12
mmol) en hexano como disolvente y se agitd en shaker orbital a 30 2C y 200 rpm por 9 dias.
Transcurrido este tiempo se filtré la enzima, se destilo el disolvente a presion reducida y el crudo se
purific6 mediante cromatografia en columna de silica gel flash utilizando una mezcla
hexano:acetato de etilo 9:1 como fase movil, obteniendo (25,3S5)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de
etilo. La reaccién se monitored por cromatografia gaseosa utilizando el Programa 2. Rendimiento:
40% (0.25 g, 1.56 mmol) y 95.5/4.5 (SS5/RR). Aceite amarillo. GC: tproducto acetilado (o) = 26.05 min, tac =
23.00 min, t3g = 23.27 min.

Producto (9)
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'H RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.91 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CHs), 1.16 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH,), 1.27
(t,J = 7.2 Hz, 3H, CHs), 1.65 (m, 2H, CH,), 2.06 (s, 3H, CHs), 2.7 (dq, J = 7.0 Hz, H, CH), 4.15 (c, J = 7.2
Hz, 2H, CH,), 8.22 (d, J = 9 Hz, 2H, ArH), 5.09 (ddd, J, = 7.7 Hz, J, = 4.0 Hz, J5 = 7.6 Hz, H, CH).

3C RMN: & (ppm): 9.3 (CHs), 12.7 (CHs), 14.3 (CH), 21.1 (CHs), 23.9 (CH,), 42.9 (CH), 60. 5 (CH,), 75.
7(CH), 170.4 (C=0), 173.7 (C=0).

2.19 (2S,3R)-sitofilato (7)

En un vial de 10 mL se colocaron (0.068 g, 0.423 mmol) de (2S,3R)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de
etilo, 3-pentanol (0.138 g, 1.6 mmol) y 0.023 g de lipasa B de C. antarctica (Novozym 435). Se agito
a 150 rpm en shaker orbital a 37 2C. La reaccién se completé a los 10 dias, se filtré la enzima y se
destilé el disolvente a presidon reducida. La reaccién se monitored por cromatografia gaseosa
utilizando el Programa 3. Rendimiento: 90% (0.79 g, 0.39 mmol). Aceite amarillo (palido). GC:

Programa 3: t, »s sg sitofitato = 17.71 min, [a] 5= -5.4 (c 1 AcOEt).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.90 (t, J =7.5 Hz, 3H, CHs), 0.91 (t, J= 7.5 Hz, 3H, CH3), 1.00 (t,
J=7.4Hz, 3H, CH;), 1.20 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CHs), 1.54 (m, 2H, CH,), 1.59 (m, 4H, CH,), 2.56 (dq, J; =
7.3 Hz, J,= 3.5 Hz, H, CH), 3.83 (ddd, J;= 8.4 Hz, J, = 5.0 Hz, Js= 3.5 Hz, 1H, CH), 4.81 (tt, J;= 7.0 Hz, J,
= 5.4 Hz, 1H, CH).

3C RMN: & (ppm): 9.6 (CHs), 10.4 (CHs), 10.7 (CHs), 26.4 (CH,), 26.6 (CH,), 44.0 (CH), 73.2 (CH), 76.7
(CH), 176.2 (C=0).

EM (IE, 70eV) m/z (%): 203 [< 1, M "+ 1], 115 [51, M"-OCH(CH,CHs),], 103 (27), 85[12, M-
OCH(CH,CH3),, CH3,CH3], 74 (100, CsHe0,"), 57 (27, CsHs0%), 43 (30, C,H,0%).

2.20 (2R,3R)-sitofilato (12)

En un vial de 10 mL se colocaron (0.020 g, 0.13 mmol) de (2R,3R)-3-hidroxi-2-metilpentanoato de
etilo, 3-pentanol (0.040 g, 0.45 mmol) y 0.007 g de lipasa B de C. antarctica (Novozym 435). Se
agitd a 150 rpm en shaker orbital a 37 2C. La reaccidn se completd a los 10 dias, se filtrd la enzima y
se destilo el disolvente a presion reducida. La reaccién se monitored por cromatografia gaseosa
utilizando el Programa 3. Se obtuvo el (2R,3R)-sitofilato (0.023 g, 0.12 mmol). Rendimiento 90%.

Aceite amarillo (palido), GC: Programa 3: t; »z 3z sitofilato = 17.40 min.
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'H RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.89 (t, J = 7.4 Hz, 6H, CHs), 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 1.23
(d,J=7.2 Hz, 3H, CHs), 1.54 (m, 2H, CH,), 1.58 (m, 4H, CH,), 2.53 (dq, J; = 5.8 Hz , J,= 7.0 Hz,1H, CH),
3.57 (ddd, J;= 8.3 Hz, J,= 6.2 Hz, Js= 4.2 H, 1H, CH), 4.80 (m, 1H, CH) .

3C RMN: & (ppm): 9.6 (CH3), 9.65 (CHs), 14.2 (CHs), 26.5 (CH,), 29.7 (CH,), 44.7 (CH), 74.7 (CH),
76.7 (CH), 176.2 (C=0).
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