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Resumen

La biocatdlisis brinda metodologias sintéticas suaves, selectivas y sustentables, y esta
consolidada como una fuente de alternativas a los métodos quimicos tradicionales. En este
sentido, se han hallado numerosas enzimas con actividades cataliticas inesperadas, lo que
se denomina promiscuidad catalitica. En el presente trabajo se propone como objetivo
general ampliar el campo de aplicacion de la promiscuidad, centrdndose en el estudio de la
condensacion aldélica cruzada catalizada por albimina de suero bovino (BSA), una proteina
no enzimdatica. En particular, la tesis desarrolla un método alternativo para obtener cetonas
a,B-insaturadas (enonas), que trascurre en condiciones suaves de reaccién y utiliza un
catalizador sustentable y compatible con el medio ambiente. En el Capitulo 1 se presenta
una introduccién sobre biocatélisis y biotransformaciones, promiscuidad y BSA. En el
Capitulo 2 se muestran los resultados del estudio de la reaccion de condensacién alddlica
cruzada entre acetona y una serie de benzaldehidos, catalizada por BSA. Esta reaccién
tiene valores elevados de conversion a las correspondientes enonas y se lleva a cabo en
agua y etanol, solventes econémicos y no contaminantes. También es destacable el gran
potencial de relso del biocatalizador, por su elevada estabilidad. Ademas, se presenta el
efecto que tienen sobre la conversién a enona los sustituyentes del sustrato aldehidico
aromatico, el solvente de reaccion y su proporcién. En el Capitulo 3 se describen los
resultados de la condensacion aldélica cruzada entre benzaldehido, pChnitro-benzaldehido
y cuatro cetonas alifaticas (butanona, 3-pentanona, ciclopentanona, ciclohexanona),
catalizada por BSA. Tanto las cetonas ciclicas como las aciclicas ensayadas permiten
obtener elevados porcentajes de conversion a las enonas correspondientes, evidenciando
una aceptable tolerancia de sustratos tanto en el grupo dador como aceptor frente a la
reaccion de condensacion alddlica. Ademas, se postuld un mecanismo de reaccién bi-bi

ordenado que incluye residuos del sitio catalitico de la proteina con valores de pKa
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anormales. En el Capitulo 4 se muestran ensayos de reacciones de ciclacion alddlica
intramolecular catalizadas por BSA. Si bien con la mayoria de los sustratos ensayados no
ocurren reacciones alddlicas, con 2-acetilbenzaldehido se obtiene el cetol 3-hidroxi-1-
indanona. Ademas, los experimentos sugieren que la ciclacion que conduce a este producto
no ocurre en el mismo sitio de unién de la proteina donde se cataliza la reaccion entre
acetona y benzaldehido. El trabajo realizado permiti6 ampliar el campo de aplicaciones
promiscuas de la BSA y avanzar en la comprension de la reaccién de condensacion alddlica
cruzada catalizada por esta proteina. El procedimiento biocatalitico desarrollado en la tesis,
suave y sencillo, permitié obtener un conjunto de 14 cetonas a,B-insaturadas a escala
preparativa y presenta potencialidad en la condensacion alddlica de compuestos labiles en

medio fuertemente basico.
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Capitulo 1

Introduccion y objetivos



1.1. Biocatalisis y biotransformaciones

Las biotransformaciones son procesos en los que se utilizan sistemas biolégicos con el fin de lograr
cambios quimicos sobre sustratos no naturales; la biocatalisis es la utilizacién de enzimas o células,
libres o inmovilizadas, para catalizar la transformaciéon de compuestos orgdnicos. La utilizacion comercial
de extractos o preparaciones de enzimas comenzd entre fines del siglo XIX y principios del XX, en
aplicaciones relativamente sencillas como la fabricacion de productos alimenticios o para facilitar el
lavado de ropas. Con el paso de los afios, se fueron expandiendo sus aplicaciones hasta ser incluidas de
forma cada vez mas frecuente en la sintesis orgdnica de moléculas complejas, como las utilizadas en la
industria farmacéutica o agroquimica.

Actualmente se utilizan biocatalizadores para catalizar reacciones tan diversas como las siguientes, a

modo de panorama general:

e hidrdélisis-sintesis de ésteres, amidas, lactonas, anhidridos, epdxidos y nitrilos;

e oxidacién-reduccidon de alcanos, alquenos, compuestos aromaticos, alcoholes, aldehidos y
cetonas, sulfuros y sulféxidos;

e adicidén-eliminacion de agua, amoniaco, acido cianhidrico;

e halogenaciones y deshalogenaciones, alquilaciones y desalquilaciones, isomerizaciones, etc.

Debido al elevado nimero de enzimas presentes en la naturaleza, la Unién Internacional de Bioquimica
(IUB) establecié una Comisién de Enzimas (EC) a cargo de desarrollar una nomenclatura para clasificar
las enzimas. El nombre dado a cada enzima se reconoce por un cédigo numérico que comienza por las
letras EC, seguido de cuatro numeros separados por puntos. El primer nimero sefiala el tipo de reaccidn
gue cataliza la enzima, el segundo denota el subtipo, indicando el tipo de sustrato o molécula que es
transferida, el tercero marca la naturaleza del cosustrato y el cuarto es un niumero individual establecido
para cada enzima.

De esta forma, segun las propiedades de las reacciones catalizadas por enzimas, el sistema numérico de
la Comision de Enzimas (EC) dividid las enzimas en 6 clases principales en 1961 (Tabla 1):
Oxidorreductasas (EC1), transferasas (EC2), hidrolasas (EC3), liasas (EC4), isomerasas (EC5) y ligasas
(EC®). Estas seis categorias no cambiaron durante muchos afios hasta que se agregd una nueva clase, las
translocasas (EC7), en agosto de 2018. Pese a que la prediccidon de clases de enzimas es un tema muy

importante, aln existe un importante numero de enzimas cuya funcién o clasificacion se desconoce.
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Tabla 1. Clasificacion de las enzimas segun la Unién Internacional de Bioquimica

Clase de enzima Tipo de reaccién
Oxidorreductasas (EC1) Oxidacién-reduccion de grupos CH-CH, CH-OH, CH-NH, C=0
Transferasas (EC2) Transferencia de grupos: acilo, cetdnico, aldehidico, fosforilo, metilo

Hidrélisis y sintesis de ésteres, anhidridos y amidas, hidrdlisis de
Hidrolasas (EC3)
nitrilos y epdxidos

Adicién y eliminacién de moléculas pequeiias sobre uniones C=C,
Liasas (EC4)

C=N, C=0y C=P
Isomerasas (EC5) Isomerizaciones, como racemizacion y epimerizacién

Formacion y ruptura de uniones C-O, C-S, C-N y C-C, acompanada de
Ligasas (EC6)

ruptura de trifosfato

Translocasas (EC7) Translocacion de H, aminoacidos, cationes y aniones

Por otra parte, ademds de las enzimas, y de central importancia para este trabajo de tesis, existen

proteinas que in vivo no tienen funcién catalitica pero que pueden presentar actividad catalitica in vitro.
1.1.1. Ventajas y desventajas de las reacciones biocatalizadas

Las principales ventajas de las reacciones biocatalizadas se indican a continuacion:

e las enzimas son catalizadores muy eficientes; en algunos casos, una reaccién catalizada por una
enzima puede alcanzar una velocidad hasta 10 mayor que la de la reaccién sin catalisis
enzimatica.

e Poseen propiedades notables en cuanto a la selectividad, agrupadas en 3 tipos:

o Quimioselectividad: pueden reconocer entre distintos grupos funcionales de reactividad

similar presentes en una misma molécula (Figura 1).

Vi p
EtO EtO /
Nitrilasa inmovilizada (SP 409)

O CN  Buffer fosfato 0,1 M, pH 7 EtO % OH
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Figura 1. Hidrdlisis quimioselectiva de nitrilos catalizada por nitrilasa inmovilizada a temperatura

ambiente (De Raadt et al., 1992).

o Regioselectividad: pueden distinguir grupos funcionales idénticos ubicados en sitios

distintos de una molécula (Figura 2).

Posicidn de ﬂ
acilacian Posicidn de
usando HO 0 GE:E\H/DG ° acilacian
CAL-Ay E 0 C usando
436 OH CAL-By
1 2a4
o]
O O 0
N oR P
\MElLDR w /““YJ\DR =" "0R
2 3 4 5
o 0O
HOJ\MEU\OH R = CH=CH;
B

Figura 2. Acilacién regioselectiva de mitramicina (1) con los ésteres 2-6, empleando las lipasas Ay B de

Candida antdrctica (CAL-A y CAL-B, respectivamente) a 45 °C (Sabin et al., 2011).

o Estereoselectividad: al tratarse de catalizadores quirales, pueden reconocer entre dos
enantiomeros, dando velocidades distintas de reaccién para cada uno. Esto se debe que
los estados de transicion del complejo sustrato-enzima tienen distintas energias para
cada enantidmero. En este caso, hablamos de enantioselectividad, que se caracteriza

por elevados excesos enantioméricos (ee), como ilustra el ejemplo de la Figura 3.
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o~ Llpasa (CRL) )\/©/Y
o n- hexano/buffer fosfato pH 7
(S)-ibuprofeno (94,7 % ee) Ester butilico de

(R)-ibuprofeno
Figura 3. Hidrdlisis enantioselectiva del éster butilico de ibuprofeno catalizada por lipasa de Candida

Ester butilico de
ibuprofeno racémico

rugosa en n-hexano:buffer fosfato pH 7 (1:1) a 40°C (Yousefi et al., 2014)

De igual manera, en el caso de compuestos proquirales, se podrda obtener
mayoritariamente uno de los productos quirales posibles. Esto es dificil de lograr con

catalizadores tradicionales, como se muestra en el ejemplo de la Figura 4.

9]
F U’J.L\ﬂ E OH
oH lipasa (MAP-10) + OH
F DTH Buffer acetato pH5 g F OH
o
1a: R=CH: 2a: 80%ee 3
1b: R=CH(CH:): 2b: 94%ee

Figura 4. Hidrdlisis enantioselectiva de 1a-b catalizada por lipasa de Mucorjavanicus (MAP-10) a 30°C

(Yasohara et al., 2001).

o Las enzimas también son capaces de reconocer entre diasterémeros, dando lugar a
reacciones diasteroselectivas que tampoco son féciles de lograr con catalizadores

guimicos convencionales, como se aprecia en el ejemplo de la Figura 5.

S J e UL

OH

1: 71 % rendimiento, 100 % de (exceso diasteromérico)
Figura 5. Obtencion diasteroselectiva de un producto de adicion aldélica (1) mediante la catdlisis de

fructosa 6-fosfato aldolasa (FSA) (Concia et al., 2009)

e A diferencia de los catalizadores tradicionales, tanto las proteinas aisladas como las células

enteras son biodegradables, por lo que no producen impacto ambiental considerable.
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e Los biocatalizadores suelen trabajar en condiciones suaves de reaccién, a pH neutro o cercano
al neutro y a temperaturas cercanas a la ambiental. Junto con la selectividad enzimatica esta
propiedad es fundamental en sintesis orgdnica, ya que previene reacciones secundarias no
deseadas que pueden ocurrir en medios netamente acidos o basicos, tales como isomerizacién,
racemizacién o deshidratacién. Esto aumenta la eficiencia global del proceso y disminuye aun
mas el impacto ambiental.

e Dado que distintos biocatalizadores suelen ser compatibles, estos pueden combinarse y lograr
asi reacciones complejas en pasos consecutivos, en un mismo recipiente (one-pot), en procesos
denominados cascadas enzimaticas. Esto permite evitar pasos de purificacién intermedia, que
encarecen y disminuyen la compatibilidad ambiental del proceso.

e Como podra apreciarse en este trabajo de tesis, los biocatalizadores no estan limitados a su rol
natural, pudiendo catalizar un amplio espectro de reacciones y aceptando sustratos no
naturales.

e Los biocatalizadores pueden catalizar reacciones en solventes orgdnicos de polaridades tanto
bajas como altas, lo que permite expandir su utilizacidén a sustratos que no son solubles en agua

y a reacciones que son incompatibles o se desfavorecen en agua, como la sintesis de ésteres.

En cuanto a las desventajas de los procesos biocatalizados, cabe sefialar las siguientes:

e Los biocatalizadores naturales se encuentran en una Unica forma enantiomérica, por lo que la
quiralidad de la reaccidn que catalice serd Unica para un sustrato determinado. Para lograr la
quiralidad inversa deberan realizarse modificaciones a la enzima o encontrar otro biocatalizador.
Gracias a los avances recientes en biologia molecular e ingenieria genética, se incrementa la
versatilidad de las enzimas, y de esta forma, se puede obtener la quiralidad deseada.

e Los parametros de reaccidn para la mayoria de los biocatalizadores suelen tener limites
estrechos, por lo que de ser necesario realizar cambios para mejorar el rendimiento, solo podra
utilizarse un determinado rango de pH o temperatura. Por fuera de esos limites se puede
inactivar la enzima. Nuevamente, los progresos obtenidos en biologia molecular y evolucién
dirigida de enzimas estdn logrando catalizadores mas versatiles.

e Los biocatalizadores naturales expresan su maxima actividad catalitica en medios acuosos, que
no son los ideales para reacciones orgdnicas, tanto por la baja solubilidad acuosa de muchos

compuestos organicos como por el hecho ya mencionado de que numerosas reacciones
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organicas no son compatibles con un medio acuoso. El remplazo de agua por solventes
organicos permite trabajar en estos casos, pero sacrificando capacidad catalitica.

e Los biocatalizadores son susceptibles al fendmeno de inhibicién por sustrato o producto. Esto
debe sortearse utilizando cantidades bajas de sustrato o removiendo productos, lo cual puede

complicar el proceso.

A la hora de definir si es mas conveniente trabajar con células enteras o enzimas aisladas deben
considerarse diversos factores como el tipo de reaccion, la necesidad de utilizar cofactores y si estos
deben reciclarse, asi como la escala en la cual se desarrollara la biotransformacién. Ambas opciones

tienen ventajas y desventajas entre las que se encuentran:

e El empleo de enzimas aisladas implica una metodologia experimental mas simple, porque evita
el cultivo de microorganismos y permite una recuperacion mas sencilla del producto y el
biocatalizador; ademads, otorga una productividad mads elevada al permitir utilizar una mayor
concentracion de sustrato. No obstante, en procesos como los que se basan en
Oxidorreductasas es necesario reciclar el cofactor utilizado en la reaccién. En estos casos, el
empleo de células enteras, cuya maquinaria es capaz de efectuar el reciclado, suele ser una
eleccién ventajosa.

e Una alternativa para facilitar la recuperacion y la reutilizacién de las proteinas cataliticas es la
inmovilizacién del biocatalizador. La inmovilizacidn de una proteina catalitica consiste en la
utilizacion de un proceso tras el cual se confina dicha proteina a un sitio definido. La
inmovilizacién puede ser por retencidon quimica: adsorcién y unidn covalente; o retencién fisica:
inmovilizacién por atrapamiento o microencapsulacion. Como desventaja de este proceso se
debe mencionar que durante la inmovilizacidon puede alterarse la conformacién natural de la
proteina, llevando a una disminucidn en la actividad enzimatica.

e Si se utilizan células enteras la eficiencia puede disminuir por problemas de difusiéon o de
concentraciéon de sustrato y es esperable que debido al metabolismo celular ocurran reacciones
secundarias, lo que no ocurre al usar enzimas aisladas.

e Ademads de las enzimas, las células enteras también pueden inmovilizarse, lo que permite
reutilizar el biocatalizador, pero también puede disminuir la actividad debido al proceso de

inmovilizacion.
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1.2. Promiscuidad

1.2.1. Definiciones vy tipos

En el presente trabajo se pondra de relieve una propiedad de las proteinas que se conoce con el nombre
de promiscuidad. Aunque hasta el presente ha sido estudiada desde numerosas perspectivas y es un
fendmeno que dista mucho de ser algo poco comun, extendido ampliamente en las proteinas
(Khersonsky y Tawfik, 2010), su definicidon sigue siendo objeto de discusién (Copley, 2015). Segun el
enfoque, la palabra promiscuidad puede describir distintos fendmenos y a continuacién se presentara
este término desde distintos enfoques.

Desde un punto de vista bioquimico, la promiscuidad se asocia con la amplitud de interacciones que
puede presentar una proteina, a menudo no relevantes a nivel fisiolégico o bioquimico (Copley, 2003).
También se asocia con las proteinas que cumplen mas de una funcidon fisioldgica, con frecuencia
reguladora y estructural en vez de enzimatica (Copley, 2017). Un ejemplo es la proteina Clflp de S.
cerevisae, que participa en el empalme del pre-ARNm y para la cual se informé su rol en el inicio de la
replicacion del ADN (Zhu et al., 2002). No obstante, para las proteinas con mas de una funcion fisioldgica
actualmente existe la tendencia a denominarlas proteinas moonlighting, separandolas del concepto de
promiscuidad (Copley, 2017).

El punto de vista enzimatico es el enfoque de la promiscuidad mds utilizado en biocatdlisis y
biotransformaciones. En una primera aproximacion, se puede entender por promiscuidad enzimatica
tanto la capacidad de una enzima de catalizar reacciones de distinta base quimica como de aceptar
sustratos de una amplia diversidad estructural (Hult y Berglund, 2007). En particular, la promiscuidad
catalitica se define como la capacidad de un sitio activo de catalizar reacciones quimicas distintas a las
gue ocurren en entornos fisiolégicos, con mecanismos y estados de transicion diferentes (Babtie et al.,
2010; Humble y Berglund, 2011; Copley, 2017). La promiscuidad catalitica de una enzima se asocia
entonces con la catdlisis de una reaccién secundaria en el mismo sitio activo donde ocurre la actividad
primaria (Kazlauskas, 2005).

Es importante diferenciar a la promiscuidad catalitica de la promiscuidad de sustrato (Bornscheuer y
Kazlauskas, 2004; Hult y Berglund, 2007), que es simplemente la amplitud en la especificidad de
sustrato, sin mayores diferencias en cuanto al mecanismo de reaccién. Un ejemplo tipico de enzimas
gue presentan promiscuidad de sustrato son las lipasas, que in vivo catalizan la hidrdlisis de triglicéridos,

mientras que in vitro hidrolizan ésteres de una enorme diversidad estructural. No obstante, cabe
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destacar que existen numerosas enzimas que, para cumplir su rol bioldgico, durante la evolucidon
adquirieron una gran versatilidad en términos de reconocimiento de sustratos; por ejemplo, las
monooxigenasas de citocromo P450, que oxidan sustratos muy diversos estructuralmente. En la
actualidad, en enzimas con amplia tolerancia estructural de sustratos biolégicamente relevantes se
prefiere hablar de multiplicidad de sustrato para referirse a esta propiedad, en lugar de emplear el
término promiscuidad (Copley, 2017). Por otra parte, cabe sefialar que también existe el término
promiscuidad de condiciones de reaccion, referido a la capacidad de una enzima de ser cataliticamente
activa en condiciones de reaccion diferentes a las fisioldgicas, tales como medios no acuosos (solventes
organicos, liquidos idnicos, solventes eutécticos profundos (DES)) o temperaturas altas.

La promiscuidad catalitica se ha relacionado con la evolucidn de las proteinas. Desde el punto de vista
evolutivo, Khersonsky y Tawfik (2010) definen la promiscuidad catalitica como la capacidad de una
enzima para catalizar una reaccidon diferente a aquella para la cual evoluciond la proteina; la
promiscuidad parece funcionar como un reservorio de diversas capacidades cataliticas (Danchin, 2009).
Se considera que las primeras enzimas eran de alta promiscuidad y que la evolucidn operd sobre ellas a
nivel molecular, diversificando y produciendo las nuevas familias y superfamilias de enzimas que se
conocen en la actualidad (Elias y Tawfik, 2012). La conservacién de caracteristicas estructurales y
cataliticas observadas en superfamilias como la de las enolasas (Babbitt et al., 1996) sugieren que la
especializacion enzimatica surgié por vias evolutivas divergentes (duplicacion genética y mutaciones
subsiguientes), dirigidas por presion selectiva ambiental a partir de enzimas precursoras promiscuas.
Basandose en los mecanismos de la evolucién natural de las enzimas, han surgido trabajos de
investigacion que especificamente buscan promiscuidades cataliticas como punto de partida para luego
aplicar métodos de evolucién dirigida y obtener nuevas capacidades cataliticas (Copley, 2003;
Bornscheuer y Kazlauskas, 2004; Yoshikuni et al., 2006). De esta forma, las aplicaciones de promiscuidad
enzimatica en el campo de la biotecnologia han motivado aplicaciones de ingenieria genética como la
mutacion y evolucidn dirigidas, con el fin de potenciar actividades cataliticas latentes en enzimas
existentes (Kazlauskas, 2005).

Se han identificado estructuras a nivel molecular que se relacionan con la promiscuidad catalitica. Por
ejemplo, los bolsillos o cavidades hidrofdbicas con alguna caracteristica estructural inusual suelen dar
interacciones promiscuas (Copley, 2003). De la misma manera, se han encontrado promiscuidades en
regiones desordenadas de las proteinas (Kim et al., 2008; Tyagi et al., 2009) y en regiones conservadas

del sitio activo (Anandarajah et al., 2000). Como regla general, las actividades promiscuas son mas lentas
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que las candnicas, pero se han encontrado ejemplos donde la actividad promiscua supera la candnica
(Khersonsky et al., 2006).

El potencial sintético de las biotransformaciones ha aumentado notablemente gracias al descubrimiento
de la promiscuidad catalitica de las enzimas. La utilidad sintética de la promiscuidad se demuestra con
los ejemplos publicados durante la Ultima década, mayormente utilizando hidrolasas (Guan et al., 2015;
Lépez-Iglesias y Gotor-Fernandez, 2015; Miao et al., 2015; Dwivedee et al., 2018). Como se comentd
anteriormente, la promiscuidad no se restringe a las enzimas, sino que es una propiedad general de las
proteinas que no se limita a meras excepciones (Babtie et al., 2010; Tawfik, 2010). A partir de esta
propiedad surgen nuevas aplicaciones sintéticas de proteinas que no son enzimas y cuyo rol in vivo no es
la catalisis, tal como se presentard en esta tesis. Debido a esto, en este trabajo no utilizaremos el

término promiscuidad enzimdtica y emplearemos el término promiscuidad de modo general.

1.2.2. Hidrolasas como catalizadores promiscuos

Es conocido que las lipasas son un grupo de enzimas muy versatiles y que en medio organico catalizan
reacciones como la amindlisis o la esterificacidén, distintas a las de su funcién in vivo, la catdlisis de
reacciones de hidrdlisis de lipidos. Sin embargo, las reacciones nombradas comparten un mismo
mecanismo de reaccidn, sustitucién nucleofilica, y transcurren mediante estados de transicién similares;
por ende, tal como se discutid en la seccidn anterior, se trata mds bien de casos de promiscuidad de
sustrato y de medio de reaccién, pero no de promiscuidad catalitica propiamente dicha. En el afio 2003
se publicéd la autoadicion alddlica de los aldehidos propanal y hexanal catalizada por la lipasa B de
Candida antartica (CAL-B), trabajo que presentaba una reaccién muy novedosa para una lipasa y que
luego se convirtid en referencia para el area de la promiscuidad catalitica (Branneby et al., 2003). El
aporte de este trabajo reside en que se trata de una adicidn nucleofilica que conduce a la formacion de
un nuevo enlace C-C, que es de vital importancia en la quimica orgdnica ya que permite generar o
extender esqueletos hidrocarbonados de moléculas. En los afios posteriores a este trabajo se han
informado actividades promiscuas de diversos biocatalizadores, principalmente lipasas, proteasas y
acilasas (Busto et al., 2010, 2011) en reacciones de gran interés sintético.

Siguiendo con lipasas, distintas preparaciones comerciales de CAL-B también lograron catalizar la
adicion de aminas secundarias a acrilonitrilo (Torre et al., 2004). En otro trabajo, se incrementd la
especificidad de la CAL-B por disefio racional mediante la sustitucion de un aminoacido (Ser105Ala) del

sitio activo de la enzima (Svedendahl et al., 2005). Esta lipasa mutante catalizé la adicion de Michael
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entre compuestos 1,3-dicarbonilicos y compuestos a,B-insaturados mds rapidamente que la version
wild-type de la enzima. Complementariamente, Strohmeier et al. (2009) catalizaron la adicién de
Michael de cetonas a,B-insaturadas de cadena corta y nitroalquenos monosustituidos a ésteres con
hidrégeno o acido, mediante diversas lipasas inmovilizadas. También demostraron que la reaccién fue
catalizada enzimaticamente, ya que al desnaturalizar o inhibir la CAL-B la reaccién no ocurrié. En otra
aplicacion de promiscuidad catalitica de lipasas, se logrd catalizar la reaccién de Mannich en medio de
reaccidén acuoso y con una estrategia one-pot, es decir, en un mismo recipiente y sin necesidad de pasos
de aislamiento intermedios (Li et al., 2009). Estas reacciones promiscuas dieron los resultados mas
satisfactorios al utilizar la lipasa de Mucor miehei (MML) en acetona/agua 1:1 y se mostré que se
requieren aldehidos aromdticos, siendo esta una de las primeras aplicaciones de promiscuidad
enzimdtica en reacciones que involucran tres componentes. Otro ejemplo interesante a mencionar es el
trabajo publicado por Wang et al. (2011), que presenta la obtencién de 1,4-dihidropiridinas mediante la
reaccion tipo Hantzsch de tres componentes, catalizada por la lipasa CAL-B a partir de aldehidos,
compuestos 1,3-dicarbonilicos y acetamida en solventes organicos (principalmente metilterbutiléter).
Esta es la primera utilizacién de acetamida como fuente de amoniaco para una reaccién biocatalizada
tipo Hantzch.

Diversas proteasas también mostraron actividad catalitica para reacciones alddlicas asimétricas. En
particular, la pepsina catalizé con altos rendimientos la adicién alddlica cruzada entre acetona y 4-
nitrobenzaldehido, con enantioselectividad moderada (Li et al., 2010). Esta reaccién también fue
probada con diversas lipasas, como la pancreatica porcina y la lipasa de Rhizomucor miehei (Li et al.,
2008). Mediante experimentos de fluorescencia se determind que a pH neutro la pepsina mantenia su
conformacion natural, que tiene una gran importancia en la promiscuidad de esta enzima. Otra enzima,
la proteasa acida de Aspergillus usamii, catalizé la reaccidn alddlica directa entre aldehidos aromaticos y
cetonas ciclicas en acetonitrilo con agua (Xie et al., 2012). Se alcanzaron enantioselectividades de hasta
88% y diasteroselectividades de hasta 97:3 (anti/syn).

Ademas del interés que presenta la promiscuidad catalitica desde el punto de vista del conocimiento de
una enzima, es importante recordar que el uso de enzimas hidroliticas para las reacciones descriptas en
los ejemplos anteriores tiene como ventaja las condiciones de reaccién suaves en que transcurre la
catdlisis, como también su accesibilidad comercial, precio acorde y técnicas sencillas de utilizacidn, lo

qgue simplifica su recuperacién y reutilizacion.
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1.3. AlbUmina de suero bovino
1.3.1. Estructura y generalidades

Las albuminas séricas forman parte de una familia de proteinas que incluye la alfa-fetoproteina, la alfa-
albumina y la proteina de unién a vitamina D (Peters, 1995). Las albiminas son las proteinas de suero
mads abundantes presentes en mamiferos, tienen un peso molecular que ronda los 65 kDa y son solubles
en agua. Son proteinas monoméricas y se componen de tres dominios alfa-helicoidales homodlogos
denominados |, Il y lll, los cuales, a su vez, se componen de dos subdominios: Ay B (Figura 6). In vivo se
encargan de transportar una amplia gama de compuestos hidrofébicos, tanto endégenos como
exogenos, utilizando sitios especificos de unién (Andersson y Eaker, 1971). Entre los compuestos que
transportan cabe sefalar 4cidos grasos y hormonas, ademas de diversas drogas y minerales. Por otra
parte, la alta solubilidad acuosa de las albiminas hace que tengan un importante papel en la regulacién

de la presidon osmética de la sangre.

Sitio 1

Figura 6. Subdivision de los dominios (I al lll) y subdominios (A y B) de albuminas séricas, ejemplificado
sobre la seroalbumina humana (estructura cristalografica, PDB ID 1A06); también se muestran las

ubicaciones aproximadas del sitio | y del sitio Il de unién a drogas (Bhattacharya et al., 2000).
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La seroalbimina humana (HSA), una albumina muy estudiada, tiene diversos sitios de unién claramente
identificados para acidos grasos no esterificados; por ejemplo cinco sitios de unién a acido miristico
(Bhattacharya et al., 2000). Uno de estos sitios se ubica en el subdominio IB; otros dos, en los
subdominios IIB y IlIB, respectivamente; otro, entre los subdominios IA y IIA; y dos, en el subdominio
IlIA. El estudio estructural por cristalizacién de otras albuminas séricas de mamiferos posibilitd la
identificacion de sitios de unién a drogas similares a los observados en la albumina humana
(Panjehshahin et al., 1992; Ho et al., 1993; Sutkowska, 2002). También se encontraron sitios de union a
acidos grasos analogos a los observados en la albumina humana (Spector et al., 1969; Cistola et al.,
1987). Dentro de la familia de albiminas séricas de mamiferos se observa una notoria conservacién
estructural y secuencial, asi como analogias en las cavidades y los sitios de unién (Velez Rueda, 2020).
Las uniones especificas que presentan las albuminas son de gran interés en medicina, farmacia,
bioquimica y de gran potencial en quimica organica, como podra apreciarse en el presente trabajo.

A partir de la base de datos UniProtKB, la albimina de suero bovino (BSA) tiene un peso molecular de
66.382 Da y esta formada por una cadena de 607 aminoacidos, con un alto contenido en acidos
glutdmico (58 residuos) y aspartico (41 residuos), lisina (60 residuos), cisteina (35 residuos) y arginina
(26 residuos). Como se indicd anteriormente, posee una estructura predominantemente alfa-helicoidal y
consta de tres dominios homdlogos (I, Il y 1ll), que tienen a su vez dos subdominios (A y B). La BSA
presenta 8 conférmeros en la base de datos de diversidad conformacional en el estado nativo de las
proteinas (CoDNas), La prediccion de cavidades hecha por el grupo de Bioinformatica Estructural de la
Universidad Nacional de Quilmes, a cargo del Dr. Gustavo Parisi, dio un total de 24 cavidades en

promedio para los conférmeros mencionados (Velez Rueda, 2020).

1.3.2. BSA como catalizador promiscuo

La BSA ha sido ensayada como catalizador promiscuo en diferentes reacciones organicas tanto en medio
acuoso como organico (Albanese y Gaggero, 2015). Como primer ejemplo se encuentra la reduccion
enantioselectiva de cetonas proquirales en buffer acuoso catalizada por BSA (Sugimoto et al., 1978). A lo
largo de los ailos posteriores y gracias a la variedad de transformaciones ensayadas, se fue consolidando
la idea de que la albumina es capaz de catalizar diversas reacciones organicas. La BSA y la HSA son
catalizadores muy versatiles, que permiten abarcar reacciones de mecanismos muy diversos, desde
reacciones de oxidacion y reduccidon a condensaciones y cicloadiciones. Por ejemplo, los 1,3-dioles,
compuestos naturales de alto valor como precursores sintéticos, pueden obtenerse por reduccién con

borohidruro de sodio de las dicetonas correspondientes o de B-hidroxicetonas en presencia de BSA
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(Figura 7), con un exceso diasteromérico (de) de hasta 96 % para el diasterémero anti (Berti et al.,

2011).
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Figura 7. Reduccidn de dicetonas o B-hidroxicetonas con NaBH; en presencia de cantidades

estequiométricas de BSA.

Uno de los usos promiscuos de la BSA mas interesantes es imitar a las metaloenzimas (Li et al., 2013),
biocatalizadores muy eficientes y versatiles que permiten realizar transformaciones tal como la
oxidacion selectiva de hidrocarburos, promovida por el citocromo P-450 (Ortiz de Montellano, 2005).
Esto es posible en parte debido a que la estructura de la albumina incluye un sitio de unién lo
suficientemente grande como para contener al sustrato y al catalizador metdlico simultdneamente.

La condensacidon de Gewald, es el método mds comun para obtener 2-aminotiofenos sustituidos, que
presentan actividades farmacoldgicas diversas y son de gran utilidad como precursores quimicos. El
primer protocolo biocatalitico para llevar a cabo la condensacion de Gewald utilizé BSA (Figura 8, Zhao

et al., 2013).
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\ / 20-99% rend

R DMF, 50 °C
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R: CH,, CH,CH,, (CH,),, (CH,),, (CH,),. E: CN, CO,Et

Figura 8. Reaccion de condensacion de Gewald catalizada por BSA.

La BSA también ha demostrado ser un catalizador apropiado para la reacciéon de Morita-Baylis-Hillman

de 2-ciclohexen-1-ona y p-nitrobenzaldehido en buffer fosfato a pH 7,0 (Figura 9, Reetzet al., 2007).
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Figura 9. Reaccion de Morita-Baylis-Hillman catalizada por BSA.

En otro trabajo se presenta un procedimiento para la sintesis de B-nitroalcoholes aromaticos y

heteroaromaticos en medio acuoso, catalizada por BSA y via la reaccion de Henry (Figura 10, Busto et

al., 2011).
OH
0]
| PSA MO NO,  46-91 % rend
R 30°C, 16-72 h
R:4-NO,-CH,, 3-NO,-C.H,, 4-CN-C.H,, 2-piridin, 3-piridin, 4-piridin,
4-Br-C,H,, 4-C H,-CH,, 2-naftalen, 1-naftalen.

Figura 10. Reaccidon de Henry catalizada por BSA en medio acuoso.

Se logré también catalizar mediante BSA (inmovilizada covalentemente en un polimero epoxi
funcionalizado) la reaccion de condensacion de Knoevenagel entre malonato de dietilo y aldehidos
alifaticos y aromaticos en DMSO a temperatura ambiente, obteniéndose altos rendimientos (Figura 11,

Ramesh et al., 2014).

@) R COOEt
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+ HO + 50-89% rend.
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R:i-Bu, i-Pr. n-C_H,, p-F-C,H,, p-MeO-C.H 2-furil, 2-tienil, 3-Py

Y Y

Figura 11. Reaccion de condensacion de Knoevenagel catalizada por BSA.

Los 2-amino-4H-cromenos son muy utilizados en cosmética, colorantes y como precursores de
numerosos principios bioldgicamente activos. Habitualmente estos compuestos son sintetizados por

reacciones multicomponentes, como la condensacion de Knoevenagel de aldehidos salicilicos con
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compuestos con metileno activo, seguida de un paso de ciclacién intramolecular. Se suelen utilizar bases
organicas, liquidos idnicos u organocatalizadores (Wang et al., 2012; Yang et al., 2012; Kulkarni et al.,
2013). En el trabajo de Li y coautores (2015) se presenta la obtencidn de 2-amino-4H-cromenos
mediante una reaccién en cascada catalizada por BSA en etanol (Figura 12). Dicho procedimiento
consiste en una adicion de Michael seguida por una ciclacion intramolecular y da los productos
deseados con un rendimiento de 31 — 96%. Como modelo de reaccién para optimizar el método se usd

la reaccién de 3-(2-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona con malononitrilo (Figura 12).

Ph
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OH EtOH/H,0
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Figura 12. Reaccién en domind catalizada por BSA para la obtencién de 2-amino-4H-cromeno.

También se ha explorado la BSA en acoplamientos oxidativos de tioles (aromaticos, heterociclicos y
alifaticos) en agua, para la formacion de disulfuros y sin utilizar complejos metélicos o no metalicos,
bases o aditivos. Se ha descripto un procedimiento secuencial que incluye un acoplamiento oxidativo y
una reaccidon de condensacion partiendo de 2-aminotiofenol y benzaldehido (Figura 13, Saima et al.,

2015).
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Figura 13. Procedimiento secuencial de acoplamiento oxidativo y posterior condensacion partiendo de

XN

2-aminotiofenol y benzaldehido.
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Dicho procedimiento es el primer ejemplo de una oxidacidon/condensacién secuencial catalizada por
BSA en la cual se forma un enlace S-S y dos C-N, en un medio acuoso. Es de destacar que los
procedimientos secuenciales, al utilizar un mismo medio de reaccién y evitar pasos de purificacion,
permiten ahorrar energia y tiempo y reducir los residuos, en concordancia con los principios de la

quimica verde.

La albumina de suero bovino también puede discriminar entre enantiémeros de una molécula quiral y
gracias a esto se ha usado como agente de resolucién en su forma inmovilizada (Allenmark, 1983, 1986;
Allenmark et al., 1989). Los ejemplos mencionados en este apartado permiten apreciar la gran

capacidad catalitica de la BSA, a pesar de su clasificacién candnica como proteina no enzimatica.

1.3.3. Ensayos de control en el estudio de reacciones promiscuas

Como en cualquier reacciéon biocatalizada, los ensayos de control son muy importantes para demostrar
que la actividad catalitica promiscua efectivamente se debe al biocatalizador. Por una parte, se realiza
un ensayo sin agregado de biocatalizador, habitual en biocatdlisis, y que permite asegurar que la
reaccién estudiada no ocurre sin el biocatalizador. Por otra parte, en la mayoria de los ensayos de
control realizados en el estudio de promiscuidad, se busca alterar el biocatalizador, sea con un agente
desnaturalizante o un compuesto que bloquee especificamente el sitio catalitico. Con estos ensayos se
intenta obtener informacidén acerca de si la catalisis observada es especifica o no.

En numerosos ensayos de control de las reacciones promiscuas de hidrolasas se usa la hidrolasa tratada
previamente con urea; las condiciones de dicho tratamiento son variables: urea 8M en buffer fosfato pH
7,2 a 4 °C durante 24 h (Strohmeier et al., 2009), urea a 100 °C durante 24 h (Wang et al., 2011; Xie et
al., 2012) o 10 h (Li et al., 2010), a 60 °C durante 12 h (Li et al., 2009), etc. A modo de ejemplos
representativos, la CAL-B tratada con urea a 4 °C durante 24 h condujo a un 1% de conversién a un
producto de adiciéon de Michael, mientras que con la CAL-B sin tratar se obtuvo un 91 % (Strohmeier et
al., 2009). Con la lipasa MML sin tratar se obtuvo un producto de Mannich con un rendimiento del 72%,
a diferencia del 8% obtenido con la lipasa tratada a 60 °C durante 12 h (Li et al., 2009); la proteasa acida
de Aspergillus usamii dio 63% de rendimiento de un producto de adiciéon alddlica, del que solo se
obtuvieron trazas cuando la proteasa se tratd previamente con urea a 100 °C durante 24 h (Xie et al.,
2012).

En un trabajo que presenta la reduccién con borohidruro de sodio de B-hidroxicetonas en presencia de

BSA (Li et al., 2013) se realizaron experimentos de control sin BSA, que dieron los correspondientes
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dioles antiy syn en relaciones cercanas a 1:1. En otro trabajo, la sintesis catalizada por BSA de 2-amino-
4H-cromenos (Li et al., 2015) se realizaron diversos controles para demostrar la actividad catalitica de la
BSA. En ausencia de proteina el producto se obtiene con un 4% de rendimiento, mientras que con BSA
se obtiene con un 70% de rendimiento. El tratamiento con agua a 100 °C por 24 h disminuyd el
rendimiento al 41%, mostrando que dicha temperatura causd algun grado de desnaturalizacion de la
BSA, afectando su capacidad catalitica. En otro experimento se usd Cu*? como agente desnaturalizante,
resultando en un rendimiento muy bajo (7%). La BSA también se traté con hidrocloruro de guanidina
obteniendo un rendimiento del 33% y con dodecilsulfato de sodio (SDS), del 28%. Todos estos
tratamientos demuestran que la actividad catalitica mas elevada la da la forma nativa de la proteina.
Adicionalmente se utilizé BSA de otro proveedor, obteniéndose rendimientos similares: 87% para la de

Sigma, 78% para la de J&K.

1.3.4. Optimizacion de condiciones de reaccion de una biotransformacion

En una biotransformacién, dados un biocatalizador y un sustrato determinados, el solvente de reaccion
es una variable experimental que juega un papel crucial en la transformacion estudiada. Ademas,
temperatura y cantidad de biocatalizador son variables que también influyen de modo importante sobre
el rendimiento de la biotransformacién. Teniendo en cuenta que en este trabajo se estudiardn
reacciones catalizadas por seroalbimina bovina (BSA), a continuacién, se presenta una resefia de
antecedentes sobre el efecto del solvente, de la cantidad de biocatalizador y de la temperatura sobre las
biotransformaciones catalizadas por albumina.

Gracias a un gran numero de trabajos enfocados en comprender el comportamiento de los
biocatalizadores en solventes organicos, se demostré que los solventes polares son los mas
desnaturalizantes, ya que las enzimas precisan una cantidad minima de agua para poder alcanzar la
conformacion adecuada y los solventes polares captan esa cantidad de agua, denominada agua esencial.
Las enzimas resultan ser cataliticamente activas en solventes no polares o poco polares, como hexano,
acetato de etilo y solventes clorados (Carrea y Riva, 2000). Sin embargo, las albiminas toleran incluso
solventes polares miscibles con agua. Algunos ejemplos son: etanol al 100% (en la reaccién de Biginelli
catalizada por BSA entre diversos aldehidos, cetonas y amidas para obtener 3,4-dihidropirimidin-2-(1H)-
onas) (Sharma et al., 2012), N,N-dimetilformamida (DMF) al 100 % (en la sintesis de 2-aminotiofenos via
reaccién de Gewald catalizada por BSA, entre diversas cetonas o aldehidos, nitrilos activados y azufre
elemental) (Zhao et al., 2013); acetonitrilo al 10% en agua (en la reduccidn estereoselectiva de 1,3-

dicetonas y B-hidroxicetonas a dioles anti catalizada por BSA) (Berti et al., 2011) y dimetilsulféxido

26



(DMSO) al 100% (en la condensacién de Knoevenagel de dietilmalonato y diversos aldehidos catalizada
por BSA inmovilizada) (Ramesh et al., 2014). En la reaccién en cascada para la sintesis de 2-amino-4H-
cromenos catalizada por BSA a partir de 2-hidroxichalconas y malonitrilo, los solventes préticos o muy
polares (etanol, metanol, isopropanol, DMSO, DMF y MeCN) brindan rendimientos mas elevados (70-
85%) que los de baja polaridad (THF, cloroformo, 1,4-dioxano) (Li et al., 2015). Los autores sugieren que
la dispersion de la BSA y la solubilidad de los sustratos pueden explicar la diferencia en los rendimientos.
Como las enzimas requieren una cantidad minima de agua para ser cataliticamente activas, la cantidad
de agua en un solvente organico afecta la actividad enzimatica. A su vez, la cantidad de agua requerida
varia segun el solvente organico (Wang et al., 2011); por otra parte, la cantidad de agua puede afectar la
solubilidad de los sustratos, por lo cual la proporcién de agua en el solvente de reaccidon también es una
variable a estudiar. En el caso de Li et al. no se observo diferencia apreciable de rendimiento al utilizar
etanol absoluto o una mezcla con un 10% de agua. Contrariamente, el rendimiento decayd
pronunciadamente al aumentar la proporciéon de agua, probablemente debido a la disminucién en la
solubilidad de los compuestos.

Sin embargo, Dalal y coautores (2016) estudiaron solventes de diferentes polaridades, en un modelo de
reaccion de formacién de dihidropirano[2,3-c|pirazoles, aplicando catalisis de BSA. Al utilizar agua se
obtuvo un 39% de rendimiento, mientras que con otros solventes tales como etanol, metanol,
acetonitrilo, THF y DMF solo se lograron rendimientos en el orden de trazas. Sin embargo, observaron
qgue la combinacidn de agua y etanol en diferentes proporciones incrementd el rendimiento de la
reaccion. Al revés que lo observado por Li et al., el mejor resultado (94 %) se obtuvo utilizando una
mezcla de agua/etanol 7:3, una elevada proporcion de agua. Estos dos ejemplos muestran que la
prediccion del solvente o mezcla de solventes mas satisfactorio es muy limitada, ya que depende no solo
del biocatalizador, sino también de la reaccidén y los sustratos de cada caso particular. Por lo tanto, en la
practica debe realizarse un screening de solventes, generalmente laborioso.

En cuanto a la cantidad de biocatalizador, los dos trabajos discutidos anteriormente son representativos
del efecto de esta variable. Trabajando con 0,3 mmoles de 3-(2-hidroxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona y
0,9 mmoles de malononitrilo en etanol/agua 9:1, Li y coautores (2015) observaron un aumento de
rendimiento (50-85%) al incrementar la masa de BSA de 10 a 30 mg, sin apreciar un mejor resultado con
masas de 30 a 90 mg. Los autores plantean que esto se debe a que la BSA no esta en solucidn, por lo que
a mayor cantidad, menor dispersién de la proteina, reduciendo la eficiencia del biocatalizador. En
cuanto a lo descripto por Dalal y coautores (2016), partiendo de 2 mmoles de sustrato un incremento de

la masa de BSA desde 20 mg hasta 60 mg aumenta el rendimiento de formacién de dihidropirano(2,3-
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c]pirazoles, mientras que no se observa una mejora considerable en el rendimiento por encima de dicho
valor. El rendimiento mds satisfactorio en cuanto a conversidén a producto y masa de biocatalizador
empleado (94%) se obtiene con 60 mg de BSA.

Como en toda reaccidn, la temperatura es un factor importante a tener en cuenta ya que afecta el
rendimiento. Un aumento en la temperatura puede acelerar la reaccién, pero también puede conducir a
productos indeseados que disminuyan el rendimiento del producto esperado y/o a la inactivacion del
biocatalizador. En el trabajo de Li y coautores (2015), el mejor rendimiento se obtuvo a 30°C. Por encima
de dicho valor se observa una caida en la obtencién del producto deseado y la aparicidon de
subproductos. En el ya mencionado estudio de Dalal y colaboradores (2016), sobre la formacién de
dihidropirano[2,3-c]pirazoles, se trabajé a una temperatura entre 20 y 50 °C. Los resultados indican que
el rendimiento aumenta notablemente al incrementar de 20 a 30 °C y alcanza un maximo de 94% a 40 °C
y 1 hora de reaccién. Un mayor incremento de la temperatura (50 °C) no modifica el rendimiento
obtenido.

Con el fin de mejorar las perspectivas del uso comercial del biocatalizador, es crucial determinar su
reusabilidad. Para ello, se debe evaluar el rendimiento obtenido en la mayor cantidad de reusos que se
puedan realizar, o hasta alcanzar un rendimiento del 50% con respecto al obtenido en el primer uso. Por
ejemplo, en el trabajo de Dalal y colaboradores (2016), se reutilizé la BSA tres veces, con un rendimiento
del 94% para el primer uso y un 82% para la uUltima reutilizacién. De similar manera, en el estudio de
Saima et al. (2015) sobre acoplamiento oxidativo de tioles catalizado por BSA en agua a temperatura
ambiente, luego de cuatro ciclos de uso el rendimiento solo cayé de 97 al 90% para el sustrato 4-
metoxitiofenol. Por otra parte, en la condensacidn de Knoevenagel entre malonato de dietilo y
aldehidos alifaticos y aromaticos, en DMSO a temperatura ambiente, utilizando como catalizador BSA
inmovilizada covalentemente en un polimero epoxi funcionalizado, se pudo reciclar el catalizador por
filtracidn cinco veces sin pérdida de rendimiento (Ramesh et al., 2014). Si bien todos estos ejemplos
muestran que la BSA admite su reuso, es dificil predecir el potencial de reutilizacidon de un biocatalizador
particular en una reacciéon y un medio determinados, por lo que se requiere realizar experimentos de

reutilizacion para determinar la cantidad de reusos posibles del biocatalizador.

1.3.5. Mecanismo catalitico de la BSA

Diversos autores, cuyos trabajos tienen un enfoque mads bien bioquimico, asocian la actividad catalitica
de la BSA con el subdominio IlA de la proteina, donde en un bolsillo hidrofébico existe un residuo de

lisina anormalmente acido, Lis-222 (en HSA, Lis-199), residuo al que se identifica con la actividad
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catalitica (He y Carter, 1992; Kikuchi et al., 1996; Hollfelderet al., 2000; Zhao et al., 2013; Albanese y
Gaggero, 2015). Al estudiar la unién de fluoresceina a BSA, Andersson et al. (1971) determinaron que
este compuesto tiene tres sitios de unidn a la proteina y propusieron que la unién de la fluoresceina a la
BSA se debe principalmente a interacciones hidrofdbicas. Estudiando con mayor detalle estos sitios de
union, trataron BSA con isotiocianato de fluoresceina, un compuesto que reacciona con los grupos
aminos de las cadenas laterales. Obtuvieron una cinética de reaccién que indica la existencia de un
grupo amino muy reactivo y otro de menor reactividad; el resto de los grupos aminos no reaccionaron o
lo hicieron con una velocidad muy baja. Posteriormente digirieron con tripsina una muestra de BSA que
habia incorporado un mol de isotiocianato de fluoresceina y encontraron la marca del reactivo en un
heptapéptido, unido a Lis-222. Este resultado sugiere entonces que la reaccidn con el isotiocianato de
fluoresceina no ocurre inespecificamente y que se da preferentemente con este residuo de lisina
(Andersson et al., 1971; Taylor, 1976; Kikuchi et al., 1996; Hollfelder et al., 2000). Al ensayar la reaccién
de isotiocianato de fluoresceina con diversos fragmentos peptidicos de BSA, estos autores encontraron
que incluso pequefias fragmentaciones causan una caida marcada de la capacidad de ligar fluoresceina,
lo que sugiere que la conformacién nativa de la BSA desempefia un papel clave.

A su vez, la reaccién de eliminacion de Kemp (Figura 14), tipico ejemplo de una eliminacién concertada
(E2) iniciada por la abstraccidon de un protén del carbono pobre en electrones, se ha utilizado para
demostrar la actividad catalitica tanto de anticuerpos generados a partir de haptenos catidnicos que
imitan los estados de transicion (Thorn et al., 1995), como de la BSA (Hollfelder et al., 1996; Kikuchi et
al., 1996), obteniéndose resultados similares en ambos casos. Hilbert y colaboradores (Hu et al., 2004)
llegan a la conclusion que la eficiencia de estos sistemas biolégicos deriva de tener una base catalitica
localizada en un sitio activo hidrofébico y destacan que en el caso de los anticuerpos, esto se obtiene
por disefio de haptenos, mientras que para las albuminas es el resultado del proceso evolutivo.

Por otra parte, en un estudio de la adicién aldélica de acetona y 6-metoxi-2-naftaldehido catalizada por
BSA en solucién acuosa, la reaccién sigue una cinética de Michaelis-Menten y dicha actividad se
conserva en un polipéptido derivado de la secuencia del subdominio IIA de la albimina (Benedetti et al.,
2011; Luisi et al., 2013). Estos resultados también apoyan la idea de que la catdlisis de BSA no es
inespecifica o debida a impurezas de la albumina comercial (Benedetti et al., 2011; Albanese y Gaggero,
2015). Ademas, los resultados del estudio de la reaccidon retroalddlica de metodol (4-hidroxi-4-(6-
metoxi-2-naftil)-2-butanona), realizado con dos preparaciones comerciales distintas de BSA, mostraron
gue ambas tenian actividad catalitica; en cambio, dicha actividad se eliminaba al acetilar la BSA, lo que

refuerza la evidencia de que la actividad no se debe a un contaminante (Schmidt et al., 2013).
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En concordancia con las evidencias discutidas en las lineas anteriores, varios trabajos que describen
aplicaciones biocataliticas de BSA conjeturan posibles mecanismos para las reacciones estudiadas,
basados en la idea de una lisina cataliticamente activa; no obstante, por lo general estos trabajos no

especifican ninguna lisina en particular (Zhao et al., 2013; Saima et al., 2015; Dalal et al., 2016).
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Figura 14. Eliminacién de Kemp catalizada por BSA

En cambio, en una aplicacion de la BSA para la sintesis de p-nitroalcoholes aromaticos vy
heteroaromaticos en medio acuoso, basada en la reaccidon de Henry (Busto et al., 2011), al llevar a cabo
la reaccion en presencia de BSA desnaturalizada los autores también encontraron conversidn
cuantitativa a producto, resultado que sugiere una catalisis inespecifica para esta reaccién. Otros
trabajos que informan aplicaciones biocataliticas de BSA tampoco sugieren que la catdlisis de esta
proteina sea especifica. Por ejemplo, en la reaccion de Morita-Baylis-Hillman (Reetz et al., 2007) los
autores conjeturan que la actividad catalitica de BSA se puede deber a los distintos grupos nucleofilicos
presentes en las cadenas laterales de la proteina, tanto residuos de lisina como de serina.

En otros trabajos, BSA es considerada directamente un catalizador inespecifico. Al ensayar lipasas como
catalizadores promiscuos de la adicion alddlica (Birolli et al., 2017) y de la reaccién de Knoevenagel (Li et
al., 2015), la BSA se incluyd dentro del screening de biocatalizadores empleados; en ambos casos los
autores indicaron que fue tomada como ejemplo de catalizador inespecifico y como ensayo de control
de las lipasas probadas.

Si bien en los datos presentados hay evidencias que hablan a favor de un mecanismo catalitico que no es
inespecifico, la bibliografia discutida muestra que no hay un consenso generalizado y que el mecanismo
catalitico de la BSA sigue estando en discusion. En este sentido, al planear esta tesis también se tuvo en

cuenta que el trabajo significara alguiin aporte a la comprensién del mecanismo.
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1.4. Reacciones aldodlicas

1.4.1. Generalidades

En la adicidon alddlica cruzada, el carbono a del carbonilo de una molécula de aldehido o cetona se
adiciona al carbono del carbonilo de otra (Figura 15). Habitualmente la reaccién se lleva a cabo en
medio basico y aunque la base mds usada como catalizador es hidréxido, también pueden utilizarse
bases mas fuertes como t-butéxido (March, 1992).

El ion hidréoxido no es una base lo suficientemente fuerte como para convertir la totalidad de un
aldehido o cetona a su enolato correspondiente, sino que el equilibrio tiende marcadamente hacia la
izquierda, tanto para aldehidos como cetonas (Figura 15). Sin embargo, se forma una cantidad suficiente

de ion enolato como para que la reaccion pueda continuar.
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Figura 15. Mecanismo de una adicion aldélica cruzada en medio basico

El producto de la adicién alddlica es un B-hidroxialdehido, también llamado aldol, o una B-hidroxicetona
o cetol, que en algunos casos se deshidrata durante el curso de la reaccion; en este caso, la reaccién se
denomina condensacion alddlica y conduce a aldehidos/cetonas a,B-insaturados (Figura 16). Incluso si
la deshidratacion no fuera espontanea, puede realizarse de manera sencilla, dado que el nuevo doble
enlace estara en conjugacion con el carbonilo, lo que favorece termodinamicamente su formacion.
Debido a esto, las reacciones alddlicas permiten obtener tanto B-hidroxialdehidos/cetonas como
aldehidos/cetonas a,B-insaturados; las cetonas a,B-insaturadas, productos que apareceran con
frecuencia en este trabajo de tesis, también se denominan enonas. Incluyendo los pasos de

deshidratacidn, la reaccién completa (condensacion alddlica) esta en equilibrio, por lo que tanto los B-
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hidroxi aldehidos/cetonas como los aldehidos/cetonas a,B-insaturados pueden escindirse por

tratamiento con OH" (reaccion retroalddlica).
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Figura 16. Condensacidn alddlica cruzada (adicién alddlica cruzada seguida de eliminacion)

El alcance de las reacciones alddlicas en medio basico general puede resumirse en 4 categorias:

- Reaccién entre dos moléculas del mismo aldehido: el equilibrio puede desplazarse hacia la
derecha si posee sustituyentes que extiendan la conjugacién del sistema a,B-insaturado.
Muchos aldehidos se convierten a los aldoles o sus productos de condensacion
correspondientes de este modo.

- Reaccion entre dos moléculas de la misma cetona: en este caso el equilibrio se encuentra
fuertemente desplazado hacia la izquierda, por lo que la reaccién solo es posible si logra
modificarse el equilibrio, por ejemplo, retirando el producto del medio de reaccién.

- Reaccién entre dos aldehidos diferentes: en términos generales, esta reaccién dard 4 productos
distintos y hasta 8 si se consideran las olefinas. Sin embargo, si uno de los aldehidos no tiene
hidrégeno a, solo se produciran 2 aldoles y en muchos casos el producto de la alddlica cruzada
(una molécula de cada aldehido) sera el principal. La condensacién aldélica cruzada suele
llamarse reaccion de Claisen-Schmidt.

- Reaccién entre un aldehido y una cetona: esta reacciéon es posible, sobre todo cuando el
aldehido no tiene hidrégenos a, dado que la autocondensacién de la cetona es poco probable.
Esta reaccidon también se denomina Claisen-Schmidt y se estudiara en este trabajo de tesis. La

cetona actla como dadora de enolato y el aldehido, como aceptor.

La adiciéon alddlica puede crear dos nuevos centros quirales, dando por ende cuatro posibles

estereoisomeros del producto (Figura 17):
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syn (+/-) anti (+/-)
Figura 17. Estereocisdmeros formados en una reaccion de adicién alddlica cruzada

Existen distintas estrategias quimicas tradicionales para que la adicién alddlica transcurra
diasteroselectivamente, es decir, para que alguno(s) de los 4 productos anteriores se forme(n)
mayoritariamente. A modo de ejemplo, cabe mencionar que el uso de enolatos metalicos preformados
(litio, magnesio, etc.) suelen dar el par syn. En la actualidad, el uso de organocatalizadores permite
obtener productos de adicion alddlica con altas estereoselectividades (Heravi, M. M. y Asadi, S., 2012).

Las reacciones aldédlicas también pueden llevarse a cabo via catdlisis acida, medio en el cual luego suele
ocurrir la deshidratacidon (Figura 18), al igual que lo que ocurre en medio basico. Una reaccidon
secundaria que suele ocurrir es la condensacidn aldélica posterior de los productos de condensacion

aldélica, ya que dichos productos siguen siendo aldehidos o cetonas, formandose bis enonas (Figura 19).
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Figura 18. Mecanismo de las reacciones aldélicas via catalisis acida.
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Figura 19. Formacidn de bis enona a partir de la condensacidn alddlica de un equivalente de cetona con

dos equivalentes de aldehido.
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1.4.2. Antecedentes de reacciones alddlicas catalizadas por BSA

Antes de la realizacion de este trabajo de tesis existian muy pocos antecedentes de la catalisis de BSA en
reacciones alddlicas. Uno de ellos es un estudio de la adicion alddlica de acetona a aldehidos aromaticos
sustituidos, catalizada por albimina en soluciones acuosas a pH 7,5 (Benedetti et al., 2011). En la pagina
29 se comentd que esta reaccidn catalizada por BSA responde a una cinética de Michaelis-Menten,
como si la proteina fuese una enzima. Adicionalmente, los autores comprobaron que la BSA se inhibe
con warfarina (se sabe que esta molécula se liga al subdominio IIA) y que no hubo actividad catalitica al
ensayar la reaccién con BSA tratada con isotiocianato de fluoresceina, compuesto que reacciona con la
Lis-222, segun se describié en la pagina 29. En conjunto, el trabajo presenta evidencias a favor de un
mecanismo catalitico especifico. Los autores proponen que la Lis-222 en la BSA (y la Lis-199 en HSA)
puede estar involucrada en el ciclo catalitico a través de la unién covalente con la acetona para formar
un intermediario N-metiletenamina (Figura 20). Por otra parte, y en relacion con la adicidn alddlica, cabe
sefialar que la BSA también acelera la reaccidn retroalddlica del metodol (pag. 29). (Schmidt et al.,

2013).

LyS22,—BSA

Figura 20. Lis-222 de la BSA actuando en el ciclo catalitico a través de la unién covalente con la acetona

para formar un intermediario N-metiletenamina

Las estructuras polipeptidicas, intermedias entre enzimas y organocatalizadores pequefios, han sido
propuestas como catalizadores hechos a medida para catalizar reacciones organicas (Revell vy
Wennemers, 2007). Sin embargo, en la mayoria de los casos exitosos se trata de oligopéptidos cortos en
los cuales la secuencia de aminodcidos no forma un verdadero sitio de reconocimiento selectivo de
sustrato. A partir de esto, surge el interés en desarrollar péptidos artificiales que puedan combinar la
unién de sustratos con la catdlisis, comenzando por secuencias wild-type que puedan reconocer un
amplio espectro de moléculas pequefias y catalizar una gran variedad de reacciones con una eficiencia

aceptable.

34



En relacién con lo anterior, los autores del trabajo sobre la adicidn alddlica catalizada por BSA que se
comento en las lineas anteriores identificaron una secuencia de 103 aminoacidos correspondientes a los
residuos 191-294 del sitio de unién del subdominio IIA de la HSA (asociado con la actividad catalitica de
la albumina, como se discutié en la pag. 29) y la sobreexpresaron en E. coli fusionada con la proteina de
unién a maltosa (MBP) (Benedetti et al., 2011). Este polipéptido mostrd una actividad catalitica para la
adicién alddlica comparable a la de la albumina original, mientras que la MBP sola resultd inactiva. Este
es el primer ejemplo de un fragmento de albumina que retiene la capacidad catalitica de la albdmina
completa. Mas aun, este resultado también refuerza las evidencias de que la actividad aldolasa no se
debe a las impurezas de las preparaciones comerciales de albuminas.

Luisi et al. (2013) identificaron y sobreexpresaron en E. coli un polipéptido de 101 aminoacidos, que
resultd ser el péptido funcional mas corto derivado de la secuencia de la HSA, y el primero expresado
exitosamente en E. coli fusionado con una glutation S-transferasa. Los resultados indican que dicho
polipéptido retiene la capacidad de la HSA de enlazar ligandos tipicos como warfarina y efavirenz, y de
catalizar reacciones como la adicién alddlica o la reduccién de dicetonas. El péptido identificado fue de
A194 a E294 y se lo denomind HSA100. Abarca aproximadamente la mitad del subdominio IIA de la HSA.
El sitio de unién esta formado por una secuencia continua de aminoacidos sin contribucion de residuos
de otros subdominios. El fragmento HSA100 mostré un comportamiento similar a la proteina madre,
acelerando la adicién alddlica mds de 1100 veces y permitiendo un reuso de mds de 100 ciclos y una
conversidn cuantitativa. El intermediario propuesto para este tipo de reaccion es la formacién de una
enamina entre la Lis-199 de la HSA y la acetona. La conservacion de esta actividad aldolasa en el péptido
sugiere que la pK, peculiar de dicha lisina no se ve afectada considerablemente en la cadena proteica
acortada.

En cuanto a antecedentes de condensaciones alddlicas catalizadas por BSA, existe un trabajo en el que
estas reacciones se ensayaron en liquido idnico como solvente, a 60 °C (Sharma et al., 2011). Se ensayd
una amplia gama de aldehidos aromaticos que dieron la condensacidn aldélica cruzada con acetona en
bromuro de 1-butil-3-metilimidazolio (liquido idnico), obteniéndose las enonas correspondientes con
conversiones en el rango 52-94 %. Es destacable que también se puedan obtener enonas que contengan
un grupo fenol libre, cuya sintesis quimica es mas compleja, con pasos de proteccidn-desproteccion. El
mecanismo catalitico que proponen los autores involucra la accién conjunta del liquido idnico y un
grupo amino basico de una cadena lateral de la BSA.

La combinacién sinérgica de dos catalizadores es una estrategia en auge para la formacién de moléculas

complejas. Un buen ejemplo es la combinacién de la BSA con bromuro de 1-butil-3-metilimidazolio para
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catalizar la formacién de compuestos B-aril-B-tioalcoxicarbonilicos a partir de cetonas alifaticas,
aldehidos aromaticos y tioles (Thopate et al., 2016). Esto se logra combinando dos reacciones clasicas, la
condensacion alddlica y la adicién de tio-Michael (Figura 21), en un proceso one-pot en cascada, sin
metales, acidos ni bases. La utilizacién de liquidos idnicos en lugar de solventes orgdnicos se justificd
debido a su capacidad de disolver una gran variedad de compuestos, combinada con su capacidad

catalitica (Isambert et al., 2011).

0 OH O
BSA, [omim]Br
R'cho  + /lk , + R’sH 2SA, omimIBr le\)}\Rz
R 60 °C, N,
R*: CH,, 4-OCH,-CH,; R*: CH,; R®: CH,, 4-Br-CH, 84-93 % rend.

Figura 21. Formacién de compuestos B-aril-B-tioalcoxicarbonilicos catalizada por BSA en bromuro de 1-

butil-3-metilimidazolio ([bmim]Br).

La aplicacién de BSA en solventes eutécticos profundos (DES, deep eutectic solvents) para catalizar las
reacciones alddlicas de acetona y p-nitrobenzaldehido es el Gltimo antecedente a mencionar, pero en las
condiciones de reaccidn ensayadas se obtuvieron mezclas de cetol y enona sin selectividad o con baja

selectividad (Milker et al., 2019).
1.5. Objetivos

A partir de los antecedentes discutidos en la Introduccidon, teniendo en cuenta las ventajas de las
reacciones biocatalizadas, la necesidad de expandir el uso de biocatalizadores accesibles y ampliar el
conocimiento de la promiscuidad biocatalitica, se plantearon los siguientes objetivos para el presente
trabajo:

» Profundizar el campo de aplicacidn de la promiscuidad catalitica, centrandose en el estudio de la
condensacion aldédlica cruzada catalizada por albimina de suero bovino (BSA). El estudio
presentado se orientd a encontrar una metodologia que constituya una alternativa a los
métodos quimicos tradicionales, tanto por transcurrir en condiciones suaves de reaccién como
por emplear un catalizador sustentable y compatible con el medio ambiente.

Este objetivo se desarrolld, en primer lugar, ensayando la BSA en la condensacidn aldélica

cruzada entre acetona y una serie de benzaldehidos (Capitulo 2); posteriormente se vario la
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estructura de la cetona ensayada (Capitulo 3) y, por uUltimo, se evalud aplicar el biocatalizador a

reacciones de condensacion aldélica intramolecular (Capitulo 4).

Evaluar la conservacion de la actividad catalitica de la BSA luego de su recuperacién y reuso,
propiedad de vital importancia para su utilizaciéon en escala industrial. Este objetivo se llevd a
cabo al estudiar la reaccién entre benzaldehido y acetona (Capitulo 2).

Aportar informacion sobre el mecanismo de la catalisis de BSA en la condensacién aldélica, para

tener un conocimiento mas racionalizado de esta reaccion (Capitulos 2 y 3).
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Capitulo 2

Condensacion alddlica de aldehidos
aromaticos y acetona catalizada por

albumina de suero bovino
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2.1. Introduccion

Como ya se menciond en el Capitulo anterior (pag. 32), la condensacion alddlica cruzada entre una
cetona y un aldehido sin hidrogeno a (Esquema 1), también conocida como reaccién de Claisen-
Schmidt, es una reaccidon de formacion de enlaces C-C que conduce a compuestos carbonilicos a,[3-
insaturados (enonas), formados por la deshidratacion de los productos de adicidn intermediarios
(cetoles). Mientras estos ultimos son interesantes por ser quirales y poder obtenerse de forma
enantioselectiva mediante biocatdlisis (Busto et al., 2010), existen pocos antecedentes para la obtencion
de enonas por via biocatalitica. A pesar de ser una reaccién muy conocida, el estudio de la condensacién
aldélica es relevante por la gran versatilidad estructural de los compuestos carbonilicos a,B-insaturados
obtenidos. Por ejemplo, las enonas aromadticas obtenidas son precursores de diversos compuestos

farmacoldgicamente activos (Nasir Abbas Bukhari et al., 2012; Matos et al., 2015).

0 a o) OH 0 RS
H 3JL
1 e
R ) + R H —_— RlMRg HO Rlv
2
2 2
R R R’
Cetona Aldehido sin H a Cetol Enona
(Dador de enolato) (Aceptor de enolato) (compuesto carbonilico o.B-insaturado)

Esquema 1. Adicién/Condensacién aldélica cruzada.

No obstante, la condensacion alddlica tradicional se realiza en medio basico en caliente, lo cual conlleva
la formacion de subproductos como las bis enonas y/o productos de adicion de Michael (Kreher et al.,
2003; Rahman et al., 2012). Para evitar este problema, se han publicado distintas alternativas que
utilizan, por ejemplo, irradiacidon con microondas o catalisis con iones metdlicos, pero muchas de estas
estrategias involucran reactivos y solventes caros o ambientalmente incompatibles (Rayar et al., 2015).

En el Capitulo 1 también se describié que existen alternativas que transcurren en condiciones mas
suaves de reaccion, como las que brinda la biocatdlisis y que se integran en sintesis organica por ser
transformaciones sustentables y ecocompatibles. Las aldolasas son Utiles para obtener el producto de
adicion (cetol/aldol) con una elevada estereoselectividad, pero no el o,B-insaturado. Ademas,
usualmente presentan una limitada aceptaciéon de sustratos dadores, que puede ser ampliada por
ingenieria genética (Clapés, 2015). Gracias a la promiscuidad enzimatica, surgen alternativas a las
aldolasas que permiten expandir el espectro de sustratos para las reacciones alddlicas. Diversas

hidrolasas, principalmente lipasas y proteasas comerciales, han sido reportadas como catalizadores
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promiscuos de la adicién aldélica cruzada (Busto et al., 2011; Guan et al., 2015; Lépez-Iglesias and
Gotor-Fernandez, 2015; Gonzalez-Martinez et al., 2016). Por otra parte, se ha reportado que una enzima
extraida de Daucus carota cataliza enantioselectivamente la adicidn alddlica cruzada de acetona con una
serie de benzaldehidos (Acharya et al., 2016).

Como se discutié en la Introduccidn, una proteina no enzimatica como la albimina, que no tiene un sitio
catalitico tradicional, también puede catalizar reacciones orgdnicas. En particular, como se presentd en
el capitulo anterior (seccion 1.4.2), se ha informado que la BSA cataliza con moderada
enantioselectividad la adicién de acetona a 6-metoxi-2-naftaldehido en solucidn acuosa neutra
(Benedetti et al., 2011). Sin embargo, el benzaldehido y otros benzaldehidos sustituidos no fueron
reconocidos eficientemente por el biocatalizador. Por otra parte, la BSA catalizé la condensacidn aldélica
de acetona con una serie de benzaldehidos sustituidos, en el liquido iénico bromuro de 1-butil-3-
metilimidazolio como medio de reaccidon y dando los correspondientes compuestos carbonilicos a,f-
insaturados con rendimientos buenos a elevados (Sharma et al., 2011). Estos dos antecedentes citados
son los Unicos de reacciones aldélicas catalizadas por BSA previos al trabajo presentado en esta tesis y es
pertinente resaltar que los liquidos idnicos suelen ser caros y dificultan la purificacién de los productos
obtenidos. Por otra parte, la mayoria de los antecedentes con otros catalizadores promiscuos, como las
hidrolasas (Busto et al., 2010), conducen a la formacion de cetoles y pocos a enonas (Chen et al., 2011).
En los experimentos preliminares que se realizaron con el fin de encontrar un biocatalizador adecuado
para la reaccion de Mannich entre benzaldehido, acetona y diversas aminas (ciclohexilamina,
butilamina, hexilamina) observamos, en lugar del producto de Mannich, el producto de la condensacién
alddlica entre el benzaldehido y la acetona. Este resultado, junto con los escasos antecedentes de
obtencidon de enonas con estos sustratos, nos llevaria al estudio de la actividad de la BSA como
catalizador de la condensacion alddlica, utilizando benzaldehido y otros benzaldehidos sustituidos como

sustratos aceptores y acetona, como dador (Esquema 2).

IO OH O
@2 i 93
BSA BSA
R// + /U\ —_— R\/\ —_—
la-f 2a-f 3a-f

R:a=H, b =p-OCH;, c = p-Cl, d = p-CN, e = p-NO,, f =m-NO,

Esquema 2. Condensacién alddlica de benzaldehidos sustituidos y acetona catalizada por BSA.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. General

La albumina de suero bovino (BSA) se compré a Sigma-Aldrich (fraccion V) y se utilizé directamente sin
purificacién, excepto para los experimentos de control. Para el ensayo de control con BSA
desnaturalizada, se agitd BSA (100 mg) en una solucién acuosa de urea 8 M (2 ml) durante 24 h a 100 °C,
luego se evaporo a presidn reducida. La urea se removid por lavados con acetona/agua 1:1 (3x 5 ml) y
finalmente, la proteina se secd.

Todos los reactivos y solventes fueron de grado analitico y obtenidos de proveedores comerciales. El
benzaldehido se purifico por filtracidon sobre éxido de aluminio basico, seguida de destilacion. Se utilizé
etanol absoluto y la acetona se secd y destild sobre carbonato de potasio.

Para el seguimiento de las reacciones en escala analitica se utilizé cromatografia en placa delgada (CCD)
mediante placas de Silicagel 60 F,s4 (Merck). El solvente de desarrollo fue hexano:acetato de etilo 70:30
v/v y las placas se revelaron con luz UV. A escala preparativa, para las purificaciones por cromatografia
en columna se emple¢ Silicagel 60 de 0,04 — 0.063 mm (Merck), las concentraciones de las mezclas de
solventes de elucién empleadas se expresan en % v/v (seccién 2.2.3).

Los analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se hicieron usando una columna de fase
reversa C18 (150 mm de largo, 5,6 mm de didmetro interno y 5 um de tamafio de particula) y un
volumen de inyeccidn de 20 pl. Se utilizaron equipos de HPLC modelos Beckman System Gold 125-166 y
Gilson Pump 321 Autosampler 234. El andlisis de las alicuotas de las biotransformaciones 1a-c,e,f se
hizo aplicando un gradiente de 4 min desde una proporcién metanol/agua 60:40 v/v (2 min) a 75:25 v/v
(1 min) a un flujo de 0,9 ml min™! y deteccién a 274 nm. Los tiempos de retencién fueron: 1a: 3,9 min;
3a: 5,6 min; 1b: 4,6 min; 3b: 6,3 min; 1c: 7,1 min; 3c: 9,1 min; 1e: 3,8 min; 2e: 2,9 min; 3e: 4,9 min; 1f:
3,6 min; 2f: 3,0 min; 3f: 5,1 min. Las muestras en las que se utilizé 1d fueron analizadas con un gradiente
de 3 min de los mismos solventes desde 60:40 v/v (2 min) a 70:30 v/v (1 min), al mismo flujo y deteccidn
a 254 nm. Los tiempos de retencién fueron: 1d: 2,9 min; 2d: 2,4 min; 3d: 3,7 min.

Para determinar el exceso enantiomérico se utilizé un cromatdgrafo gaseoso (GC) Thermo modelo Trace
1300 con una columna capilar CP-Chirasil-Dex (25 m de largo, 0,32 mm de didametro interno y 0,25 um
de espesor de film). Las condiciones de analisis fueron: 100 °C de temperatura inicial del horno (1 min),

luego se incrementd hasta 185 °C (5 min) manteniéndose por 25 min; volumen de inyeccién: 2 pl.
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Los espectros de 'H-NMR y 3C-NMR se obtuvieron con un espectrometro Bruker Avance Il a 500 y 125
MHz, respectivamente. Los desplazamientos quimicos (6) se reportan en partes por millén (ppm)
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia y cloroformo deuterado (CDCls) como solvente. Las
abreviaturas utilizadas para indicar la multiplicidad son: s, singulete; d, doblete; t, triplete; m, multiplete;
br, sefial ancha. En los casos necesarios, los espectros 2D *H-13C HSQC permitieron la asignacion de las

sefales.
2.2.2. Condensacion aldélica de 1a—f catalizada por BSA

Los experimentos reportados utilizando 1a-f consistieron en una solucion del aldehido (0,05 mmol, 50
mM) en el solvente o mezcla de solventes indicado (1 ml) y BSA (27-81 mg, se indica en cada caso). Las
mezclas fueron colocadas en un agitador orbital a una velocidad de 200 rpm, a la temperatura indicada
en cada caso. Se tomaron a distintos tiempos alicuotas de las reacciones y para el analisis por HPLC se

centrifugaron a 6000 rpm y diluyeron en metanol.

2.2.3. Preparacion de los productos 2d-f y 3a-f catalizada por BSA

Los escalados preparativos para la obtencidon de los productos 2d-f y3a-c, e-f consistieron en una
solucién del correspondiente aldehido 1a-f (0,5 mmol) en acetona/agua 1:1 v/v (10 ml) y 540 mg de BSA
(relacion de masa BSA/1a-f = 10,4). Para obtener 3d a partir de 1d, se utilizd acetona/etanol 1:1 v/v en
lugar de acetona/agua 1:1 v/v. Las mezclas se agitaron a 45°C y 200 rpm durante el tiempo indicado y
luego la BSA se filtré y lavd con acetona (5 ml). Los filtrados fueron concentrados al vacio (rotavapor)
para remover la acetona y el residuo obtenido se extrajo con 4 alicuotas de 5 ml de acetato de etilo. Las
fases organicas colectadas se secaron sobre carbonato de sodio, se filtraron y el solvente se elimind al
vacio. La purificacidn por columna de silicagel del remanente, utilizando los solventes indicados a

continuacién, proporciond los productos 2d-f y 3a-f:

4-(1-Hidroxi-3-oxobutil)benzonitrilo(2d)
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Tiempo de reaccion: 72 h; solvente de elucion: hexano/acetato de etilo 80:20; rendimiento: 54%; R¢ =
0,39 (hexano/acetato de etilo 70:30). 'H NMR: 6 7,63 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ar—H); 7,48 (d, ] = 8,3 Hz, 2H, Ar-
H); 5,21 (t, J = 6,2 Hz, 1H, H1); 3,68 (br, 1H, OH); 2,84 (d, J = 6,2 Hz, 2H, H2); 2,21 (s, 3H, CH3). *C NMR: &
208,50 (CO); 148,14; 132,35; 126,35 (Ar-C); 118,73 (CN); 111,29 (Ar-C); 69,05 (C4); 51,56 (C3); 30,74
(CHs3).

4-Hidroxi-4-(4’ -nitrofenil)-2-butanona (2e)

OH O

Tiempo de reaccion: 48 h; solvente de elucion hexano/acetato de etilo 80:20 v/v, rendimiento: 41%; R¢ =
0,17 (hexano/acetato de etilo 70:30). *H NMR: 6 8,18 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar—H); 7,54 (d, ] = 8,7 Hz, 2H, Ar—
H); 5,26 (t, J = 6,3 Hz, 1H, H4); 3;63 (br, 1H, OH); 2,87 (d, J = 6,1 Hz, 2H, H2); 2,22 (s, 3H, CHs). 3C NMR &
208,53 (CO); 150,15; 147,27; 126,45; 123,74 (Ar—C); 68,90 (C4); 51,53 (C3); 30,72 (CH3).

4-Hidroxi-4-(3’ -nitrofenil)-2-butanona (2f)

Tiempo de reaccion: 96 h; solvente de elucidon hexano/acetato de etilo 80:20 v/v, rendimiento: 44%; R¢ =
0,17 (hexano/acetato de etilo 70:30). *H NMR & 8,24 (m, 1H, Ar—H); 8,13 (ddd, J = 8,2 Hz, 2,3 Hz, 1,0 Hz,
1H, Ar-H); 7,72 (m, 1H, Ar—H); 7,53 (t, J = 7,9 Hz, 1H, Ar—H); 5,27 (t, J = 6,2 Hz, 1H, H4); 2,90 (d, J = 6,2 Hz,
2H, H3); 2,24 (s, 3H, CHs). *C NMR & 208,63 (CO); 148,36; 144,96; 131,86; 129,51; 122,55; 120,72 (Ar-C);
68,77 (C4); 51,56 (C3); 30,72 (CHs).

(E)-4-fenil-3-buten-2-ona (3a)
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Tiempo de reaccidn: 48 h; solvente de elucién hexano/acetato de etilo 97:3 v/v, rendimiento: 93%; R¢ =
0,57 (hexano/acetato de etilo 70:30). 'H NMR & 7,56 (m, 3H, 2 Ar-H, H4); 7,42 (m, 3H, Ar-H); 6,75 (d, ] =
16,3 Hz, 1H, H3); 2,41 (s, 3H, CH3). *C NMR & 200,22 (CO); 146,97 (C4); 135,88; 129,46; 129,02; 128,06
(Ar—C); 126,52 (C3); 26,78 (CHs).

(E)-4-(4’ -Metoxifenil)-3-buten-2-ona (3b)

0]

~o

Tiempo de reaccion: 120 h; solvente de elucidn diclorometano, rendimiento: 87%; R¢ = 0,50
(hexano/acetato de etilo 70:30). *H NMR: § 7,51 (m, 3H, 2 Ar-H, H4); 6,94 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar—H); 6,63
(d, J = 16,2 Hz, 1H, H3); 3,87 (s, 3H, OCHs); 2,38 (s, 3H, CHs). 3C NMR: § 198,41 (CO); 161,61 (Ar-C);
143,25 (C4); 129,96; 127,06 (Ar—C); 125,03 (C3); 114,44 (Ar-C); 55,41 (OCHs); 27,41 (CHs).

(E)-4-4"-Clorofenil)-3-buten-2-ona (3c)

O

Cl

Tiempo de reaccidn: 72 h; solvente de elucién hexano/acetato de etilo 95:5 v/v, rendimiento: 65%; Rs =
0,57 (hexano/acetato de etilo 70:30). *H NMR: & 7,47 (m, 3H, 2 Ar—H, H4); 7,37 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ar-H);
6,69 (d, J = 16,3 Hz, 1H, H3); 2,38 (s, 3H, CHs). *C NMR: § 198,06 (CO); 141,86 (C4); 136,43; 132,92;
129,39; 129,26 (Ar—C); 127,48 (C3); 27,69 (CHs).

4-[(1E)-3-Oxo-1-butenil]benzonitrilo(3d)
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Tiempo de reaccion: 72 h; solvente de elucion hexano/acetato de etilo 80:20 v/v, rendimiento: 84%; R¢ =
0,50 (hexano/acetato de etilo 70:30). 'H NMR: 6 7,71 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ar—H); 7,64 (d, ] = 8,2 Hz, 2H, Ar—
H); 7,50 (d, J = 16,3 Hz, 1H, H1); 6,80 (d, J = 16,3, 1H, H2); 2,42 (s, 3H, CH3). *3C NMR: & 197,62 (CO);
140,63; 138,82; 132,68; 129,79; 128,56 (Ar—C; C3; C4); 118,31 (CN); 113,54 (Ar—C); 27,98 (CHs).

(E)-4-(4’ -Nitrofenil)-3-buten-2-ona (3e)

O
NS

Tiempo de reaccion: 72 h; solvente de elucion hexano/acetato de etilo 80:20 v/v, rendimiento: 18%; R¢ =
0,50 (hexano/acetato de etilo 70:30). *H NMR & 8,26 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar-H); 7,71 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar—
H); 7,55 (d, J = 16,3 Hz, 1H, H4); 6,83 (d, J = 16,3, 1H, H3); 2,43 (s, 3H, CHs). 3C NMR: & 197,53 (CO);
148,58; 140,67; 140,06 (Ar—C; C4); 130,38 (C3); 128,81; 124,20 (Ar—C); 28,05 (CHs).

(E)-4-(3’ -Nitrofenil)-3-buten-2-ona (3f)

Tiempo de reaccidn: 96 h; solvente de elucidon hexano/acetato de etilo 80:20 v/v, rendimiento: 34%; R¢ =
0,42 (hexano/acetato de etilo 70:30). *H NMR & 8,41 (t,J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H); 8,25 (ddd, J = 8,2 Hz; 2,2 Hz,
1,0 Hz, 1H, Ar-H); 7,87 (d, J = 7,7 Hz, 1H; Ar-H), 7,62 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H); 7,56 (d, J = 16,3 Hz, 1H,
H4); 6,85 (d, J = 16,3 Hz, 1H, H3); 2,43 (s, 3H, CH3). 3C NMR & 197,58 (CO); 148,72 (Ar—C); 140,18 (C4);
136,28; 133,77; 130,06 (Ar—C); 129,39 (C3); 124,69; 122,60 (Ar-C); 28,05 (CHs).

2.2.4. Deshidratacion de 2d y 2e catalizada por BSA
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Se agregaron 54 mg de BSA a una solucion de 4-hidroxi-4-(4’-nitrofenil)-2-butanona (2e, 0,05 mmol) en
acetona/agua 1:1 (1 ml) y se agit6 a 45°Cy 200 rpm por 48 h. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos
y luego de centrifugar, se analizaron por HPLC. Para la deshidratacién de 2d se utilizé el mismo

procedimiento, utilizando como solvente en este caso acetona/etanol 1:1 (1 ml).
2.2.5. Ensayos de hidratacién de 3d y 3e catalizada por BSA

Se agregaron 54 mg de BSA a una solucion de (E)-4-(4’-nitrofenil)-3-buten-2-ona (3e, 0,05 mmol) en
acetona/agua 1:1 (1 ml) y se agit6 a 45°Cy 200 rpm por 48 h. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos

y luego de centrifugar, se analizaron por HPLC. Se utilizé el mismo procedimiento para ensayar 3d.

2.2.6. Ensayos de reutilizacion de BSA

Para estudiar el potencial de redso de la BSA, se desarrollaron experimentos utilizando dos sustratos. En
el primer ensayo, 540 mg de BSA se agregaron a una soluciéon de benzaldehido (1a, 0,5 mmol) en
acetona/agua 1:1 (10 ml) y se agité a 45°C y 200 rpm por 48 h. Se filtré la mezcla para recuperar el
biocatalizador y se analizé por HPLC una alicuota del filtrado. Se lavd la BSA con acetona (3 x 5 ml), luego
se secd y reuso en tandas consecutivas utilizando un protocolo similar. En el segundo ensayo, 540 mg de
BSA se agregaron a una solucién de p-formilbenzonitrilo (1d, 0,5 mmol) en acetona/etanol 1:1 (10 ml) y
se colocaron en agitador orbital a 45°C y 200 rpm por 72 h. Para recuperar la BSA para su reuso, se

siguié el mismo protocolo descripto anteriormente.

2.3. Resultados y discusién
2.3.1. Ensayos de control

Los estudios iniciales se realizaron utilizando benzaldehido (1a, Esquema 2, Figura 5) como sustrato
modelo e involucraron un screening de pardmetros experimentales. Con el fin de poder evaluar
fehacientemente los resultados, se llevaron a cabo experimentos de control en ausencia de BSA y con
BSA tratada previamente. En ausencia de BSA, no se observé la formacion de benzalacetona (3a), lo que
permitio descartar la reaccion espontanea de condensacion alddlica. Comparada con la BSA sin tratar, la
BSA tratada con urea a 100°C por 24 horas perdid su actividad catalitica (1% de conversion a 3a). Estos
controles confirman que la BSA promueve la formacidn de benzalacetona e indican, como se vera a

continuacién, que la estructura terciaria de la proteina es necesaria para la actividad catalitica.
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2.3.2. Optimizacion de parametros de reaccién para la condensacion aldélica de
acetona con benzaldehido catalizada por BSA

El medio de reaccién es un pardametro clave en una biotransformacién y, como se menciond
previamente (seccién 1.3.4), es deseable elegir un solvente econémico y ambientalmente compatible
como agua o etanol cuando se planea una reaccién. Por ello, se comenzé estudiando el efecto del
solvente en la conversién a benzalacetona (3a). Como puede verse en la Figura 1, el etanol como
cosolvente mejora la conversion a benzalacetona, obteniéndose el mejor valor (51% de conversién) con

un 50 % de etanol.
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Figura 1. Efecto del contenido de etanol en la formacién de benzalacetona (3a) a 30°C con 27 mg de BSA

(seccion 2.2.2). Valores de conversidn a 120 h de reaccién, determinados por HPLC.

Los resultados también muestran que la adicion de agua incrementa la conversién (Figura 2), con la
excepcion de la proporcién de agua mas alta ensayada. Es importante tener en cuenta que todas las
proporciones de cosolvente/acetona ensayadas implican un alto exceso molar acetona/benzaldehido
(A/B), lo que favorece la formacién de benzalacetona (A/B=278 a 100% de acetona y A/B = 69 para 75%

de cosolvente). Ademas, a pesar de que en el paso de deshidratacién se produce agua, la caida en la
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conversién a benzalacetona (10%) al utilizar 75% de agua [relacidon molar agua/benzaldehido (W/B) =
850] no se deberia a la inhibicién de la formacién de la enona por el exceso de agua, ya que los valores
mas altos de conversién (54, 56 y 59 %) también se obtienen con altas proporciones de agua (20, 25 y
50% de agua, respectivamente: W/B=227-567). Adicionalmente, se verifico que el benzaldehido era
soluble en todas las proporciones de agua ensayadas. En consecuencia, el efecto del contenido de agua
en la conversién a benzalacetona no se explicaria en base a la solubilidad o a razones estequiométricas,

sino por el efecto del agua en la actividad catalitica de la BSA.
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Figura 2. Efecto del contenido de agua en la formacién de benzalacetona (3a) a 30°C con 27 mg de BSA

(seccion 2.2.2). Valores de conversién a 120 h de reaccién, determinados por HPLC.

El contenido de agua éptimo para la maxima conversién a producto de un sustrato determinado, dada
una biotransformacion determinada, usualmente depende en gran medida del solvente (Guan et al.,
2015; Bommarius y Riebel 2004). Esto también ha sido reportado en biotransformaciones mediante BSA.
Por ejemplo, en la reaccién de Henry se alcanzaron valores elevados de conversion al producto de
adicién en mezclas de nitrometano-agua con 5-95% agua, pero no se obtuvo conversién en nitrometano
anhidro (Busto et al., 2011). En una reaccién en cascada de adicién de Michael y posterior ciclado
intramolecular catalizada por BSA en etanol, para obtener ciertos derivados de cromenos (Li et al.,

2015), se obtuvieron rendimientos elevados Unicamente con 0, 10 y 20% de agua, mientras que con
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contenidos mayores de agua se lograron rendimientos menores. En cambio, en una sintesis de
derivados de pirazoles que también incluye una ciclacién intramolecular, se lograron altos rendimientos
Unicamente en etanol/agua 3:7, mientras que no se observé conversidon en etanol absoluto (Dalal et al.,
2016). Por otra parte, dado un solvente, los sustratos y la reaccién ensayada también influyen sobre el
contenido de agua dptimo. En conjunto, aunque este pardmetro suele ser muy importante en una
biotransformacién, es muy dificil de predecir y debe determinarse mediante experimentos, como lo
muestran los resultados discutidos y los mostrados en la Figura 2.

En nuestro caso, si bien se obtuvieron conversiones similares a 20, 25 y 50% de agua, se escogio la
ultima proporcién para minimizar el uso de acetona, en linea con la tendencia actual de reemplazar
solventes organicos por agua en los procesos quimio- y quimio-enzimaticos (Simon vy Li, 2012; Groger y
Hummel, 2014). Por lo tanto, los experimentos posteriores se hicieron con acetona/agua 1:1.

En cuanto al efecto de la temperatura (Figura 3) en la formacién de benzalacetona, es mas notable en
las reacciones en acetona/agua que en acetona/etanol. En el primer medio de reaccidn, se obtuvo una
conversidn mayor al 80%. Se ensayd también la influencia de la masa de BSA; duplicando y triplicando la

masa se alcanzaron conversiones practicamente cuantitativas (Figura 4).
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Figura 3. Efecto de la temperatura (masa de BSA: 27 mg, Seccién 2.2.2) en la formacion de
benzalacetona (3a) para dos medios de reaccién diferentes: acetona/etanol 1:1 y acetona/agua 1:1.

Valores de conversion a 48 h de reaccién determinados por HPLC.
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Figura 4. Efecto de la masa de BSA en la formacidn de benzalacetona (3a) a 45°C en acetona/agua 1:1

(Seccidon 2.2.2). Valores de conversion a 48 h de reaccidn, determinados por HPLC.

2.3.3. Condensacion alddlica catalizada por BSA de acetona con benzaldehidos
sustituidos

Con el fin de expandir el rango de sustratos de la biotransformacién, se ensayé un conjunto de
benzaldehidos sustituidos (1b-f, Esquema 2, Tabla 1) utilizando las condiciones experimentales mas
favorables determinadas en el screening descripto anteriormente: 45°C, relacién de masa BSA/1a = 10,4
(54 mg BSA). Se obtuvieron altas conversiones, en el rango de 88 a 97%, para tres de los sustratos
ensayados (1a-c). El cambio de acetona/agua 1:1 a acetona/etanol 1:1 modificé drasticamente el perfil
de productos obtenidos a partir de 1d y permitié alcanzar una alta conversion al producto 3d (97%,
Figura 6). Sin embargo, los nitrobenzaldehidos 1e y 1f dieron mezclas de los correspondientes cetoles y
enonas. Debe mencionarse que los cetoles 2d y 2f se analizaron por GC quiral y se confirmd que son

mezclas racémicas.
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Figura 5. Cromatograma (HPLC) ilustrativo de alicuota tomada a las 24 h de la reaccién de benzaldehido

(1a) y acetona catalizada por BSA utilizando agua como cosolvente. La sefial mayoritaria (5) corresponde

al producto benzalacetona (3a).

Se redimensionaron las biotransformaciones para aislar los productos y caracterizarlos por
espectroscopia de RMN, a la vez que se demostré la posibilidad de utilizar esta metodologia en escala
preparativa. En cuanto a la elucidacion estructural de las enonas, se utilizaron primero sefales
caracteristicas de determinados grupos funcionales presentes, como el desplazamiento quimico del
carbonilo (197-208 ppm por RMN-3C), el desplazamiento quimico de uno de los hidrégenos del alqueno
(a aproximadamente 6,6-6,8 ppm en RMN-'H) y la constante de acoplamiento de los hidrdogenos del
alqueno (J = 16,3 Hz), que indica estereoquimica E. Luego se confirmé la correcta asignacién del resto de

las senales utilizando tablas y por comparacion con los datos espectroscopicos ya publicados para estos

compuestos.
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Tabla 1 — Condensacién alddlica catalizada por BSA de los benzaldehidos 1a-f con acetona®.

Conversion a Conversibna  Rendimientoen Rendimiento en
Entrada Substrato T (°C) t(h) b b ¢ c
enona 3a-f (%) cetol 2a-f (%) Enona (%) Cetol (%)
1 1a 45 48 96 - 93 -
2 1b 45 120 96 - 87 -
3 1c 45 72 88 - 65 -
4 id 45 72 33 66 25 54
5 1d 60 96 63 37 53 25
6 1d¢ 45 96 97 - 84 -
7 le 45 48 24 47 18 41
8 le 60 72 32 67 24 58
9 le¢ 45 168 35 53 26 45
10 1f 45 96 37 61 34 44

3Las reacciones se llevaron a cabo en acetona/agua 1:1 segun se detalla en la seccién 2.2.2. °

Determinado por HPLC. ¢ Luego de purificacién por columna preparativa (seccién 2.2.3). ¢ En

acetona/etanol 1:1.
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Figura 6. Comparacion del efecto del cosolvente para la conversion de los aldehidos 1d y 1e a las

respectivas enonas (en mezclas 1:1 con acetona). Conversiones a 72 h, determinadas por HPLC.

2.3.4. Deshidratacion catalizada por BSA

Adicionalmente, con el fin de demostrar que el paso de la deshidratacién del cetol a enona también es
catalizado por la BSA, se realizaron experimentos con el cetol 2e (Figura 7). A pesar de que hay
antecedentes de actividad de la BSA en algunas B-eliminaciones (Klein y Reymond 1998; Boucher et al.
2005), al momento de realizar este trabajo no habia en bibliografia trabajos previos que reportaran el
rol de la BSA en la deshidrataciéon de compuestos B-hidroxicarbonilicos. Los resultados presentados en la
Figura 7 sugieren que la BSA también cataliza la deshidratacion de 2e para dar la enona 3e, ademds de la

formacion del cetol.
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Figura 7. Deshidratacion del cetol 2e catalizada por BSA en acetona/agua 1:1 a 45°C. Conversiones

determinadas por HPLC.

Por otra parte, también se hicieron ensayos evaluar la capacidad de la BSA de hidratar enonas, para lo
cual se probaron las enonas 3d y 3e. Se incluyeron distintas combinaciones de solventes: agua,
agua/acetona 1:1, agua/etanol 1:1, agua/acetonitrilo 1:1. En todos los ensayos realizados, el andlisis por
CCD mostré Unicamente el sustrato sin reaccionar, por lo que se puede afirmar que en estas condiciones

la BSA no cataliza la hidratacidn de las enonas 3d y 3e.
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2.3.5. Reutilizacion de la BSA

Finalmente, se considerd la reutilizacién del biocatalizador, estudiando el redso de la BSA en la
condensacién aldélica de benzaldehido (1a) y p-cianobenzaldehido (1d) segln se detalla en la seccién
2.6. La BSA demostrd un buen potencial de reciclabilidad ya que no se observd en ninguno de los casos
una caida considerable en la conversién a los respectivos productos incluso después de 10 reusos

consecutivos (Figura 8).
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Figura 8. Reutilizacion de BSA utilizando dos sustratos distintos (1a y 1d) a 45°C, para la obtencion de las
correspondientes enonas (3a, 3d). Para el sustrato 1a el medio de reaccidn es acetona/agua 1:1 y el
tiempo de reaccion, 48 h, mientras que para 1d es acetona/etanol 1:1 y el tiempo de reaccién, 72 h.

Conversiones determinadas por HPLC.

2.3.6. Mecanismo de la condensacion alddlica catalizada por BSA

Haciendo foco en el mecanismo de la reaccion, y como se discutié en el Capitulo 1 (Seccién 1.3.5), la
actividad catalitica de la BSA es atribuida usualmente a la lisina de la posicion 222 (221 segln datos
PDB), un residuo con una pK, anormalmente baja y localizado en un bolsillo hidrofébico del subdominio

IIA de la proteina (Albanese y Gaggero 2015; Hollfelder et al., 2000). Para estudiar en mayor
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profundidad las caracteristicas estructurales que posibilitan la catalisis y explorar el entorno del sitio del
subdominio IIA, se han llevado a cabo experimentos computacionales en colaboracién con el Grupo de
Bioinformatica Estructural de la Universidad Nacional de Quilmes, dirigido por el Dr. Gustavo Parisi. Se
utilizé una estructura de BSA de referencia (PDB ID:40r0) y el software Fpocket (Schmidtke et al., 2010)
para explorar las propiedades bioquimicas de las cavidades de la albumina. Se encontré una cavidad de
gran tamafio (de un volumen de 2849,9 A3) que a la vez muestra una polaridad elevada y contiene un
residuo de lisina y otro de histidina anormalmente acidos (Lis-221, pK.=7,8; His-241 pK,=1,4). Hasta el
presente trabajo no se encuentra en bibliografia referencia a la existencia de esta histidina de pK,
andmalo en BSA y se sabe que el comportamiento dcido-base andmalo de los residuos contribuye a los
mecanismos cataliticos de diversas enzimas (Gutteridge y Thornton, 2005). La cavidad mencionada se
une a la vez con otra mas pequefia (1127,1 A%) de mayor hidrofobicidad y conectada con la superficie de
la proteina mediante un largo tunel que probablemente facilita el transito de los sustratos entre la
superficie y las cavidades. Tomando en consideracion los trabajos previos sobre promiscuidad de la BSA,
el trabajo desarrollado en este capitulo y las caracteristicas estructurales de la BSA mencionadas
previamente, se realizé un ensayo de docking molecular exploratorio enfocado en estas cavidades. Los
sustratos ensayados mostraron un promedio de 28 interacciones interatémicas y de Van der Waals con
los residuos Arg-256, Arg-217, Lis-221, Glu-292 y Arg-199 (Figura 9). Llamativamente, unicamente los
nitrobenzaldehidos 1e y 1f, que dieron lugar a una mezcla de cetoles y enonas en las reacciones
ensayadas, mostraron ausencia de contactos con los residuos de las cavidades estudiadas. En sintesis, la
existencia de cavidades y un tunel, asi como también de aminodacidos con valores de pK, anormales,
sugieren que esta zona del subdominio IIA de la BSA posee caracteristicas para actuar como un sitio

activo.
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Figura 9. Benzaldehido (en azul) en la cavidad mayor del sitio de unién del subdominio IIA de BSA. En
amarillo, los residuos Arg-256, Arg-217, Glu-292 y Arg-199. En rojo, la lisina anormalmente acida Lis-221

(pKa 7,8) y la histidina anormalmente acida His-241 (pKa 1,4).

2.4, Conclusiones

Los resultados descriptos en este capitulo son la base de un procedimiento simple y suave para obtener
cetonas a,B-insaturadas a partir de aldehidos aromaticos y acetona con valores elevados de conversion
(88-97%), a excepcion de las enonas obtenidas a partir del m- y p-nitrobenzaldehido (32-37%). Este
procedimiento contrasta con las condiciones basicas del método tradicional por catalisis quimica y es
una alternativa ventajosa a los escasos antecedentes de catdlisis de condensacion alddlica por BSA,
comentados en este capitulo. Se observaron diferencias en los rendimientos dependiendo del
sustituyente del aldehido, pero sélo se evidencid una caida en el rendimiento en los benzaldehidos
sustituidos con un grupo nitro. Esto abre la puerta a ensayar diferentes cetonas en la condensacion
alddlica cruzada, que se describird en el Capitulo 3 de la presente tesis. Como se describié en la

introduccion, los biocatalizadores requieren una optimizacién de las condiciones de reaccidn y en este
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trabajo se logrdé hacerlo de manera satisfactoria. Se determind que para la mayoria de los sustratos
ensayados es preferible usar agua como cosolvente mientras que para el p-cianobenzaldehido el etanol
da mejores resultados. Al utilizar p-nitrobenzaldehido no se observa diferencia de selectividad entre el
uso de agua o etanol como cosolvente. Las condiciones suaves de reaccidn del procedimiento
presentado en este capitulo contrastan con las de la condensacién alddlica clasica: medio bdsico y
temperaturas elevadas. Estas caracteristicas tienen potencial para aplicar este procedimiento a la
condensacién alddlica de reactivos labiles en medio bdsico o a altas temperaturas. Ademas, este método
evita el uso de reactivos costosos y contaminantes como los que se utilizan en estrategias sintéticas ya
reportadas. También es destacable el gran potencial de reuso del biocatalizador, por su elevada

estabilidad.
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Capitulo 3

Extension de la condensacion alddlica
cruzada catalizada por BSA a otras

cetonas
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3.1. Introduccidn

En el Capitulo 2 se reportd la preparacidon de cetonas a,B-insaturadas catalizada por BSA a partir de
acetona y benzaldehidos sustituidos, utilizando solventes econdmicos y compatibles con el medio
ambiente, como agua y etanol. Se obtuvieron elevados rendimientos en enonas (88 a 97%) con la
excepcion de los nitrobenzaldehidos ensayados, los cuales dieron una mezcla de enonas y cetoles.
Ademas, se mostré que la BSA también cataliza el paso de deshidratacién de la condensacién alddlica.
La busqueda bibliogréfica reveld que uUnicamente la acetona fue reportada como dadora en la
condensacién aldélica catalizada por BSA, lo que nos impulsd a estudiar esta reaccién con otras cetonas
y asi, adquirir un mayor conocimiento sobre el alcance estructural de esta reaccién biocatalizada.
Actualmente, predecir el comportamiento de un sustrato en una reaccion biocatalizada es muy limitado.
Esto puede ilustrarse con este ejemplo: en la aplicacién de lipasa de pancreas porcino (PPL) como
catalizador promiscuo de reacciones alddlicas, empleando solventes eutécticos profundos (DES, deep
eutectic solvents), para un determinado aldehido la reaccién produce mayoritariamente el cetol pero la
proporcién de enona que se forma depende de la cetona ensayada (Gonzalez-Martinez et al., 2016).
Ademads, la prediccion de la seleccion del biocatalizador y los solventes mas adecuados para una
determinada biotransformacion también es limitada. Por ejemplo, y como ya se menciond en el Capitulo
1 (seccion 1.4.2), se ha informado que la reaccidon de acetona y p-nitrobenzaldehido en DES catalizada
por BSA produce una mezcla de cetol y enona sin selectividad o con baja selectividad (Milker et al.,
2019), lo que contrasta con los resultados obtenidos con PPL como catalizador, ya comentados
(Gonzalez-Martinez et al., 2016).

Teniendo en cuenta las limitaciones para predecir el desempefio de un sustrato, el potencial de la
promiscuidad enzimatica de brindar un procedimiento suave para obtener cetonas a,B-insaturadas y la
importancia de desarrollar procedimientos que utilicen medios de reaccion econdmicos vy
ambientalmente compatibles, en el presente capitulo se presenta el estudio de la condensacidn alddlica

catalizada por BSA, extendida a un conjunto de cetonas (Esquema 1).
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Esquema 1. Condensacién aldélica cruzada de un conjunto de cetonas catalizada por BSA.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. General

Todos los reactivos y solventes fueron de grado analitico y obtenidos de proveedores comerciales. La
albumina de suero bovino (BSA) se comprd a Sigma-Aldrich (fraccidon V) y se utilizé directamente sin
purificacién, excepto para los experimentos de control. Para al ensayo de control con BSA
desnaturalizada, se agitd BSA (100 mg) en una solucién acuosa de urea 8 M (2 ml) durante 24 h a 100 °C,
luego se evaporo a presion reducida. La urea se removid por lavados con acetona/agua 1:1 (3 x5 ml)y
finalmente, la proteina se secé.

El benzaldehido se purificd por filtracion sobre dxido de aluminio basico seguido de destilacién. Se
utilizdé etanol absoluto y la acetona se secd y destilé sobre carbonato de potasio. La butanona y la 3-
pentanona fueron destiladas antes de usar.

Para el seguimiento de las reacciones en escala analitica se utilizé cromatografia en placa delgada (CCD)
mediante placas de Silicagel 60 Fs4 (Merck). El solvente de desarrollo fue hexano:acetato de etilo 70:30
v/v y las placas se revelaron con luz UV. Las purificaciones a escala preparativa se realizaron por
cromatografia en columna mediante el uso de Silicagel 60 de 0,04 — 0,063 mm (Merck). Las
concentraciones de las mezclas de solventes de elucién empleadas se expresan en % v/v (Seccién 3.2.2).
Los analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se hicieron mediante una columna de
fase reversa C18 (150 mm de largo, 5,6 mm de diametro interno y 5 um de tamafio de particula) y un
volumen de inyeccién de 20 pl. Se utilizaron equipos de HPLC modelos Beckman System Gold 125-166 y
Gilson Pump 321 Autosampler 234. El andlisis de las alicuotas de las biotransformaciones de 1y 2 se hizo
aplicando un gradiente de 5 min desde una proporcién metanol/agua 30:70 v/v (5 min) a 50:50 v/v (5
min), seguido de un gradiente de 7 min hasta metanol puro (2min) a un flujo de 0,9 ml min~ y deteccién
a 274 nm. Los tiempos de retencion fueron: 3: 16,3 min; 4: 22,1 min; 5: 14,8 min; 7: 22,3 min. Las
muestras provenientes de los sustratos 8, 14 y 19 fueron analizadas por un gradiente de 8 min de los
mismos solventes desde 50:50 v/v (2 min) a metanol puro (3 min), al mismo flujo y deteccién a 254 nm.
Los tiempos de retencion fueron: 10+11: 13,3 min; 12: 15,3 min; 13: 14,5 min; 15+16: 6,1 min; 17: 13,1
min; 18: 13,5 min; 20: 7,6 min; 21: 14,5 min; 22: 9,0 min; 23: 16,1 min.

Para determinar el exceso enantiomérico se utilizé un cromatdgrafo gaseoso (GC) Thermo modelo Trace
1300 con una columna capilar CP-Chirasil-Dex (25 m de largo, 0,32 mm de didametro interno y 0,25 um
de espesor de film). Las condiciones de analisis fueron: 100 °C de temperatura inicial del horno (1 min),

luego un incremento hasta 185 °C (5 min) manteniéndose por 25 min; volumen de inyeccion: 2 pl.
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Los espectros de 'H-NMR y 3C-NMR se obtuvieron con un espectrometro Bruker Avance Il a 500 y 125
MHz respectivamente. Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millén (ppm)
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia y cloroformo deuterado (CDCls) como solvente. Las
abreviaturas utilizadas para indicar la multiplicidad son: s, singulete; d, doblete; ddd, doble doble
doblete; dt, doble triplete; t, triplete; td, triple doblete; g, cuadruplete, qd, cuadruple doblete; p,
pentuplete; m, multiplete; br, sefial ancha. En los casos en que fue necesario se hicieron espectros
bidimensionales *H-13C HSQC, que permitieron la asignacion de las sefiales.

Los ensayos cinéticos presentados en este Capitulo se llevaron a cabo por medicién de absorcién a 330

mm en un lector de placas Cytation 5.

3.2.2. Procedimiento general para la condensacioén aldélica catalizada por BSA en
escala analitica

Para los experimentos en escala analitica se usaron 0,05 mmol de aldehido y la cantidad de cetona
indicada en cada caso, en un volumen de 1 ml de solvente o mezclas de solventes; a partir de los
resultados obtenidos presentados en el Capitulo 2, se decidié utilizar en todos los ensayos 54 mg de
BSA. Las mezclas se agitaron a 200 rpm a la temperatura que se indica en cada caso. El seguimiento del
avance de las reacciones se hizo mediante la toma de alicuotas a distintos tiempos de reaccién y tras su

centrifugado, analizando por CCD y HPLC.

3.2.3. Procedimiento a escala preparativa para las condensaciones alddlicas
biocatalizadas de butanona (1) y 3-pentanona (8)

De acuerdo con el procedimiento en escala analitica, las biotransformaciones en escala preparativa se
realizaron con mezclas formadas por una solucién del aldehido (2, 9; 0,5 mmol) y la cetona (1, 8; segun
la concentracion indicada en las secciones 3.2.4 a 3.2.6) en el solvente o mezclas de solventes (volumen
final: 10 ml) y BSA (540 mg). Las mezclas se agitaron a 45°C y 200 rpm durante los tiempos indicados en
cada caso, luego se filtraron y la BSA se lavd con etanol (5 ml). Se eliminaron los solventes por
evaporacién a presién reducida y los evaporados se purificaron por cromatografia en columna de
silicagel. Los productos resultantes, que se listan a continuacién, fueron aislados por elucion con los
solventes indicados, obteniéndose los rendimientos presentados en cada caso. Se detallan ademas los

datos de RMN utilizados para la elucidacidn estructural de los productos.
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3.2.4. A partir de butanona y benzaldehido

Para obtener las enonas (E)-1-fenil-1-penten-3-ona (4, Esquema 1) y (E)-3-metil-4-fenil-3-buten-2-ona
(7) se emplearon las siguientes condiciones:
e Solvente y tiempo de reaccion: butanona/agua 50:50, 168 h. Rf = 0,52 (hexano/acetato de etilo
80:20)
e Solvente de elucién en cromatografia en columna: tolueno. Rendimiento en enonas 4 + 7
(relacion 4/7 = 3,7; ver seccién 3.3.1) = 33%
Caracterizacion espectral:
'H NMR: 6 1,20 (t, J = 7,3 Hz, 3H, H5, 4), 2,08 (d, ] = 1,1 Hz, 3H, C=CCHs, 7), 2,49 (s, 3H, H1, 7), 2,73 (q, ) =
7,3 Hz, 2H, H4, 4), 6,78 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H2, 4), 7,44 (m, 12H, Ar-Hs 4 ,7; H1, 4; H4, 7).

Los cetoles 1-hidroxi-1-fenil-3-pentanona (3) vy syn-4-hidroxi-3-metil-4-fenil-2-butanona (5) se
obtuvieron bajo las siguientes condiciones:
e Solvente y tiempo de reaccion: butanona/agua 50:50, 168 h. Rf = 0,21 (hexano/acetato de etilo
80:20)
e Solvente de elucién: tolueno. Rendimiento: 9% de cetoles 5 + 3 (relacidn 5/3 = 2,1; ver seccién
3.3.1)
Caracterizacion espectral:
IH NMR: 1,09 (d, J = 7,3 Hz, 3H, CHCHs, 5), 1,12 (t, J = 7,2 Hz, 3H, H5, 3), 2,18 (s, 3H, H1, 5), 2,49 (g, J =
7,3 Hz, 2H, H4, 3), 2,86 (m, 3H; H2, 3 + H3, 5), 3,23 (2 sbr, 2H, -OHs 3, 5), 5,14 (d, J = 3,8 Hz, 1H, H4, 5),
5,19 (dd, J1=9,0, J, = 3,4 Hz, 1H, H1, 3), 7,38 (m, 10H, Ar-Hs 3, 5).

Finalmente, bajo las mismas condiciones utilizadas para eluir los cetoles 3 y 5, por posterior elucién se
obtuvo el cetol anti-4-hidroxi-3-metil-4-fenil-2-butanona (6) (Rendimiento: 3%. Rf = 0,20
(hexano/acetato de etilo 80:20)

Caracterizacion espectral:

IH NMR: § 0,97 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CHCHs), 1,28 (s, 1H, OH), 2,25 (s, 3H, COCHs), 2,96 (m, 1H, H3), 4,78 (d,
J = 8,5 Hz, 1H, H4), 7,35 (m, 5H, Ar-H). 3C NMR: & 14,13 (CHCHs), 30,07 (COCHs), 53,67 (C3), 76,56 (C4),
126,64, 128,04, 128,53 (C2', C3', C4'), 141,90 (C1'), 213,43 (CO).
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3.2.5. A partir de 3-pentanona y benzaldehido

Para obtener (E)-2-metil-1-fenil-1-penten-3-ona (12) se utilizaron las siguientes condiciones:
e Solvente de reaccion y tiempo: 3-pentanona/etanol 20:80, 48 h. R: 0,60 (hexano/acetato de
etilo 70:30)
e Solvente de elucion en cromatografia en columna: hexano/acetato de etilo 95:5. Rendimiento:
31%.
Caracterizacion espectral:
1H NMR: 8 1,21 (t, J = 7,3 Hz, 3H, H5), 2,10 (d, J = 1,4 Hz, 3H, C=CCHs), 2,87 (q, J = 7,3 Hz, 2H, CH,), 7,36
(m, 1H, H4'), 7,44 (d, J = 4.5 Hz, 4H, H2', H3'), 7,56 (d, J = 1,2 Hz, 1H, C=CHPh). 3C NMR & 8,86 (C5), 13,22
(C=CCHs), 30,79 (C4), 128,40, 128,42, 129,67 (C2', C3', C4'), 136,05 (C1'), 137,21 (C2), 138,17 (C1), 202,96
(CO).

3.2.6. A partir de 3-pentanona vy p-nitrobenzaldehido

Para obtener (E)-2-metil-1-(4-nitrofenil)-1-penten-3-ona (13) se utilizaron las siguientes condiciones:

e Solvente y tiempo de reaccion: 3-pentanona/etanol 20:80, 96 h. Rs: 0,31 (hexano/acetato de

etilo 80:20)

e Solvente de elucion: hexano/acetato de etilo 95:5. Rendimiento: 19%.
Caracterizacion espectral:
IH NMR 6 1,19 (t, J = 7,2 Hz, 3H, H5), 2,07 (d, J = 1,4 Hz, 3H, C=CCHs), 2,86 (g, J = 7,2 Hz, 2H, CH,), 7,52 (s,
1H, H1), 7,55 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H2'), 8,27 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H3'").
13C NMR 6 8,58 (C5), 13,49 (C=CCHs), 31,10 (C4), 123,68 (C3'), 130,23 (C2'), 135,07 (C1), 140,15, 142,68
(C2,C1"), 147,23 (C4'), 202,33 (CO).

Por posterior elucidn, bajo las mismas condiciones, se obtuvo la mezcla de los siguientes cetoles: syn-1-
hidroxi-2-metil-1-(4-nitrofenil)-3-pentanona (10) y anti-1-hidroxi-2-metil-1-(4-nitrofenil)-3-pentanona
(11). Se registraron los siguientes resultados:
e Rendimiento: 32% (relacion 10/11 = 2,3, ver seccién 3.3.3. Rf = 0,14 (hexano/acetato de etilo
80:20)

Caracterizacion espectral:
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'H NMR & 1,05 (m, 12H, H5, CHCHs, 10, 11), 2,45 (m, 2H, H4, 10, 11), 2,60 (m, 2H, H4, 10, 11), 2,84 (qd, J
=7,3,3,1 Hz, 1H, H2, 10), 2,93 (p, J = 7,3 Hz, 1H, H2, 11), 4,89 (d, ) = 7,6 Hz, 1H, H1, 11), 5,24 (d, J = 3,1
Hz, 1H, H1, 10), 7,51 (d, J = 8,9 Hz, 4H, H2', 10, 11), 8,21 (2d, ) = 8,8, 3,3 Hz, 4H, H3', 10, 11).

3.2.7. Procedimiento a escala preparativa para las condensaciones alddlicas
biocatalizadas de ciclohexanona (14) y ciclopentanona (19)

En base al procedimiento en escala analitica, se realizaron biotransformaciones en escala preparativa
gue consistieron en mezclas de BSA (540 mg) y una solucién de aldehido (2, 9; 0,5 mmol) y cetona (14,
19, 1,0 mmol) en etanol (volumen total de reaccién: 10 ml). Estas mezclas fueron agitadas a 45°C y 200
rom durante el tiempo indicado en cada caso, luego se trataron de manera analoga a la descripta en la
seccion 3.2.3. Los productos siguientes fueron aislados por cromatografia en columna de silicagel,
eluyéndose con los solventes indicados y obteniéndose los rendimientos que se informan junto con la

elucidacién por RMN de dichos productos.

3.2.8. A partir de ciclohexanona y benzaldehido

Para obtener (E)-2-bencilidenciclohexanona (20) se utilizaron las siguientes condiciones:

e Tiempo de reaccidn: 120 h, solvente de elucién: hexano/acetato de etilo 98:2

e Rendimiento: 26%, Rs = 0,58 (hexano/acetato de etilo 70:30)
Caracterizacion espectral:
IH NMR & 1,79 (m, 2H, H4), 1,96 (m, 2H, H5), 2,56 (t, ) = 6,7 Hz, 2H, H6), 2,87 (td, J = 6,5, 2,2 Hz, 2H, H3),
7,41 (m, 5H, H2", H3", H4"), 7,52 (t, J = 2,2 Hz, 1H, H1').
13C NMR & 23,40, 23,90 (C4, C5), 28,96 (C3), 40,36 (C6), 128,35, 128,54 (C2", C4"), 130,31 (C3"), 135,60
(C1"), 135,63 (C1'), 136,70 (C2), 201,81 (C1).

Por posterior elucidon se obtuvo la bis-enona (2E, 6E)-2,6-dibencilidenciclohexanona (22) con 11% de
rendimiento, R¢= 0,62 (hexano/acetato de etilo 70:30).

Caracterizacion espectral:

IH NMR & 1,83 (m, 2H, H4), 2,96 (m, 4H, H3), 7,43 (m, 10H, H2", H3", H4"), 7,83 (s, 2H, H1).

13C NMR 6 23,04 (C4), 28,48 (C3), 128,60 (C4"), 128,40, 130,38 (C2", C3"), 136,00 (C1'), 136,21 (C1"),
136,97 (C2), 190,43 (C1).
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3.2.9. A partir de ciclohexanona y p-nitrobenzaldehido

Para obtener (E)-2-(4-nitrobenciliden)ciclohexanona (21) se utilizaron las siguientes condiciones:

e Tiempo de reaccién: 96 h, solvente de elucidn: tolueno, rendimiento: 74%, R = 0,26 (tolueno)
Caracterizacion espectral:
IH NMR & 1,83 (m, 2H, H4), 1,98 (m, 2H, H5), 2,60 (t, ) = 6,7 Hz, 2H, H6), 2,84 (td, J = 6,5, 2,2 Hz, 2H, H3),
7,48 (t,J = 2,1 Hz, 1H, H1'), 7,54 (d, J = 5,4 Hz, 2H, H2"), 8,26 (dt, J = 8,8, 2,4 Hz, 2H, H3").
13C NMR & 23,32 (C5), 23,76 (C4), 29,06 (C3), 40,45 (C6), 123,58 (C3"), 130,69 (C2"), 132,00 (C1'), 139,94
(C1"), 142,19 (C2), 147,19 (C4"), 201,34 (C1).

Por posterior elucién se obtuvo la bis-enona (2E, 6E)-2,6-bis(4-nitrobenciliden)ciclohexanona (23) con
12% de rendimiento (R¢ = 0,30 (hexano/acetato de etilo 70:30)).

Caracterizacion espectral:

'H NMR 6 1,88 (m, 2H, H4), 2,96 (m, 4H, H3), 7,62 (d, J = 8,7 Hz, 4H, H2"), 7,82 (s, 2H, H1'), 8,28 (m, 4H,
H3").

13C NMR 6 22,53 (C4), 28,36 (C3), 123,67 (C3"), 130,9 (C2"), 134,87 (C1'), 138,67 (C1"), 142,13 (C2),
147,35 (C4"), 189,21 (C1).

3.2.10. A partir de ciclopentanonay benzaldehido

Para obtener (E)-2-bencilidenciclopentanona (17) se utilizaron las siguientes condiciones:

e Tiempo de reaccién: 144 h, solvente de elucion: hexano/acetato de etilo 98:2

e Rendimiento: 28%, Rs = 0,62 (hexano/acetato de etilo 80:20)
Caracterizacion espectral:
IH NMR & 2,06 (m, 2H, H4), 2,44 (t, ) = 7,9 Hz, 2H, H5), 3,01 (td, J = 7,2, 2,7 Hz, 2H, H3), 7,41 (m, 4H, H2",
H3"), 7,56 (m, 2H, H1', H4")
13C NMR 6 20,20 (C4), 29,36 (C5), 37,80 (C3), 128,69, 129,31, 130,50 (C2", C3", C4"), 132,31 (C1'), 135,54
(C1"), 136,06 (C2), 208,13 (C1).

3.2.11. A partir de ciclopentanona y p-nitrobenzaldehido

Para obtener (E)-2-(4-nitrobenciliden)ciclopentanona (18) se utilizaron las siguientes condiciones:

e Tiempo de reaccidn: 48 h, solvente de elucién: hexano/acetato de etilo 94:6
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e Rendimiento: 22%, R¢ = 0,48 (hexano/acetato de etilo 70:30)
Caracterizacion espectral:
IH NMR & 2,11 (m, 2H, H4), 2,48 (t, ) = 7,9 Hz, 2H, H5), 3,03 (td, ) = 7,2, 2,8 Hz, 2H, H3), 7,41 (t, J = 2,8 Hz,
1H, H1'), 7,69 (d, ) = 8,7 Hz, 2H, H3"), 8,29 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H2")
13C NMR & 20,08 (C4), 29,42 (C5), 37,68 (C3), 123,89 (C2"), 129,32 (C1'), 130,81 (C3"), 139,88 (C1"),
141,94 (C4"), 147,55 (C2), 207,35 (C1).

Por posterior elucion se obtuvo la mezcla de los cetoles: syn-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil]ciclopentanona
(15) y anti-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil]ciclopentanona (16) con los siguiente resultados:

e Rendimiento: 31% (relacién 15/16 = 1,9; ver seccidon 3.3.3, Rf = 0,26 (hexano/acetato de etilo

70:30).

Caracterizacion espectral:
IH NMR & 1,66 (m, 2H, H3, 16), 1,75 (m, 2H, H3, 15), 2,02 (m, 4H, H4, 15, 16), 2,18 (m, 4H, H5, 15, 16),
2,37 (m, 1H, H2, 16), 2,51 (m, 1H, H2, 15), 4,87 (d, J = 9,1 Hz, 1H, H1', 16), 5,45 (d, J = 2,9 Hz, 1 H, H1',
15), 7,55 (m, 4H, H2", 15, 16), 8,26 (m, 4H, H3", 15, 16).

3.2.12. Cinética de la condensacion catalizada por BSA de ciclohexanonay p-
nitrobenzaldehido

Para el estudio de la cinética de reaccion se agregaron 54 mg de BSA a una solucidn de ciclohexanona y
p-nitrobenzaldehido en etanol (1 ml volumen total). La concentracién de ciclohexanona se mantuvo fija
en cuatro valores: 0,3; 0,6; 1 y 5 M, mientras que en cada caso se ensayaron ocho concentraciones de p-
nitrobenzaldehido: 1, 5, 25, 50, 75, 100, 150 y 300 mM. Los sistemas se agitaron a 45°C y se obtuvieron
las velocidades iniciales por medicidn de la conversién a enona durante las primeras 10 h de reaccién.
Para ello se tomaron muestras a distintos tiempos de reaccidn y se diluyeron con etanol en relaciones
1:10, 1:20 o 1:40 dependiendo de la concentracidon obtenida, previamente a la lectura de absorcion a
330 nm en un lector de placas Cytation 5. Los experimentos de control se llevaron a cabo con las
correspondientes mezclas de reaccion sin BSA. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los

resultados se muestran en las Figuras 6y 7.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Condensacién alddlica cruzada de butanona (1) catalizada por BSA

Debido a la presencia de dos tipos de hidrégenos a al carbonilo en la butanona (1), en la condensacidn
alddlica de esta cetona generalmente se obtiene una mezcla compleja de enonas y cetoles
regioisoméricos y, a su vez, mezclas de diasterdmeros (Miiller et al., 2015; Zhang et al., 2013). Por esta
razén, encontrar metodologias y condiciones de reaccién alternativas al medio bdasico en que
habitualmente se lleva a cabo esta reacciéon es de interés para mejorar su selectividad. En cuanto a la
promiscuidad enzimdtica, los dos Unicos trabajos publicados con butanona como sustrato reportan la
condensacién alddlica cruzada con p-nitrobenzaldehido. En uno de estos trabajos se usa como
catalizador pepsina, que conduce a la formacién de un cetol (4-hidroxi-3-metil-4-(4-nitrofenil)-2-
butanona) con un 25 % de rendimiento (Li et al., 2010). En el otro trabajo se utiliza una esterasa
termofilica (de Aeropyrum pernix) en heptano, dando un 69% de conversion al cetol isomero 1-hidroxi-1-
(4-nitrofenil)-3-pentanona, con un exceso enantiomérico del 71% (Haoran et al., 2014).

En base a los antecedentes discutidos en las lineas anteriores, se decidid ensayar la condensacion
alddlica cruzada de butanona y benzaldehido (Esquema 1, Tabla 1). En butanona pura no se observo
aparicién de producto (Tabla 1, Entrada 1, pag. 52). Como en el Capitulo 2 se mostré que la conversion
de la condensacidon alddlica entre acetona y benzaldehido depende en gran medida del contenido de
alcohol y agua en el medio de reaccidn, se decidié realizar un screening de mezclas binarias y ternarias
de solventes para la reaccién de benzaldehido y butanona presentada en el Esquema 1. En el estudio
presentado en el Capitulo 2 la mejor conversién a enona se alcanzé a una temperatura de 45°C y esta
fue la temperatura de los ensayos presentados en este Capitulo.

De las mezclas butanona/agua ensayadas (Entradas 2-10) Unicamente la proporcién butanona/agua 1:1
fue bifasica, y en todos los casos se observaron conversiones bajas o muy bajas, a mezclas de cetoles (3,
5y 6) y enonas (4 y 7), cuyo componente mayoritario fue la enona 4. En las mezclas butanona/etanol
(Entradas 11-17 y 21) la conversion dependié notablemente del contenido de etanol. Las mezclas con
menores proporciones de etanol (Entradas 11 y 12) dieron bajas conversiones mientras que en las
mezclas con 50-90% se obtuvo conversidn cuantitativa (Entradas 14-17 y 22). El producto principal fue la
enona 4 (81-88% conversion), con una regioselectividad moderada (relacion enona 4/ enona 7 = 5-8).
Ademas, cabe sefialar que se realizaron ensayos de control sin biocatalizador y con el biocatalizador
tratado previamente con urea a 100 °Cy los resultados se muestran en las Entradas 19 y 20. La reaccion

no ocurre en ausencia de BSA (Entrada 19) y el tratamiento con urea a 100°C disminuye
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considerablemente la actividad catalitica de la proteina (Entrada 20), lo que indica que la estructura
terciaria es necesaria para la biocatadlisis, en concordancia con los resultados de los ensayos de control
presentados en el Capitulo 2 (pag. 46). Por otra parte, las mezclas terciarias butanona/agua/etanol

(Entradas 23-30) dieron mezclas de cetoles y enonas.
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Figura 1. Regién de campos altos del espectro RMN-'H de la mezcla de enonas 4 y 7. Se resaltan las
sefiales correspondientes a los hidrégenos del carbono 1 de la enona 7 y los hidrégenos del carbono 5

de la enona 4, utilizadas para calcular la proporcién de las enonas de dicha muestra.

Dado que las enonas 4 y 7 (provenientes de la condensacién alddlica preparativa llevada a cabo en
butanona/agua 50:50 a 168 h (pag. 63) coeluyeron en la separacidon por cromatografia en columna de
silicagel, se recurrid a los espectros de 'H-RMN de esta mezcla (Figura 1) para hallar la relacién molar
entre ambas. Se utilizaron las integraciones de la sefial de los hidrégenos del carbono 5 de la enona 4 (3
hidrégenos) y de los hidrégenos del carbono 1 de la enona 7 (3 hidrégenos), obteniéndose una relacién

4/7 = 3,8. Luego se analizé por HPLC la misma mezcla de enonas, confirmandose que la relacidn entre las
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areas de los picos mas intensos (Figura 2) coincide con la relacién de masas entre ambos compuestos

obtenida a partir del analisis del espectro RMN de dicha mezcla.

Det 166 Results

Time Area Area % Height Height %
21.917 168497 243 24865 2.49
22.125 5383186 77.61 767174 76.76
22.325 138453- 19.96 207347 20.75

Figura 2. Areas obtenidas por HPLC de la mezcla de las enonas 4 y 7, obtenida segln seccién 3.2.4. La
relacién entre las areas de las sefiales obtenidas a los 22,1 y 22,3 min da un valor (3,7) concordante con

el obtenido a partir de las integraciones de areas de RMN (Figura 1).

Al igual que en el caso de las enonas, los cetoles 3 y 5 (también provenientes de la condensacién alddlica
preparativa descripta en la secciéon 3.2.4) coeluyeron luego de las enonas y para su cuantificacién se
utilizaron las integraciones de las sefiales en *H-RMN del hidrégeno del carbono 4 del compuesto 5 y del
hidrégeno del carbono 1 del compuesto 3 (Figura 3). Se obtuvo una relacién 5/3 = 2,1. Por ultimo eluyé
el cetol 6; los datos espectroscdpicos de los cetoles se detallaron en la pagina 63 y concuerdan con los

valores de bibliografia (Miller et al., 2015).
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Figura 3. Region del espectro RMN-'H de la mezcla de cetoles 3 y 5. Se resaltan las sefiales
correspondientes al hidrogeno del carbono 1 del cetol 3 y al hidrégeno del carbono 4 del cetol 5,

utilizadas para calcular la proporcion de los cetoles de dicha muestra.

La obtencién en mayor proporcidon de la enona termodindmicamente menos estable (4), obtenida a
partir del carbono a al carbonilo de la butanona menos impedido, podria explicarse por factores
estéricos en el sitio catalitico de la BSA. Por otra parte, al utilizar lipasa de pancreas porcino (PPL) como
biocatalizador (Entrada 21) se alcanzaron valores altos de conversién a cetoles, pero baja conversién a
enona. Este resultado muestra que los resultados obtenidos con BSA y PPL son complementarios y pone
en evidencia la dificil prediccion del comportamiento catalitico de un biocatalizador (pag. 26), lo que
suele obligar a realizar screenings para poder identificar su actividad catalitica.

Los resultados mostrados en la Tabla 1 indican que el agua no favorece la conversiéon ni la selectividad
de la biotransformacion y esto contrasta con lo obtenido en la condensacién aldélica catalizada por BSA
de acetona y benzaldehido presentada en el Capitulo 2. Es importante mencionar que acortar los

tiempos de reaccién o disminuir a 30 °C la temperatura no condujo a la produccion selectiva de cetoles
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(Entrada 18). Ademas, se ensayaron otros solventes: hexano, acetonitrilo, isopropanol y 1-butanol, en
mezclas butanona/solvente 20:80). Los resultados con butanona/acetonitrilo 20:80 dieron baja
conversion: 27% de enona 4 y 4% de enona 7 a 45°C y 48 h de reaccién. No se observd reaccidn con el
resto de los solventes; esto demuestra la influencia crucial del solvente en las reacciones biocatalizadas,
como va se discutio previamente en este trabajo (pag. 26 y 47). En base a los resultados presentados y a
su bajo costo e impacto ambiental se eligid al etanol para los experimentos subsiguientes con otras

cetonas.

Tabla 1. Efecto del solvente en la reaccién catalizada por BSA de butanona (1) y benzaldehido (2)

(Esquema 1).

Conversion a

Proporcion Conversion a Conversion a Conversion a
Entrada® cetoles 3+6
Butanona/agua/etanol  cetol 5 (%)° - enona 4 (%)° enona 7 (%)°
1 100:0:0 0 0 0 0
2 98:2:0 3 5 20 7
3 96:4:0 1 3 11 3
4 94:6:0 2 3 11 3
5 92:8:0 2 3 11 3
6 90:10:0 1 2 6 2
7 50:50:0 1 2 4 1
8 25:75:0 3 5 19 7
9 10:90:0 2 4 4 1
10 5:95:0 1 2 2 0
11 90:0:10 0 1 4 1
12 80:0:20 1 2 22 3
13 70:0:30 2 2 41 43
14 50:0:50 1 2 81 16
15 40:0:60 1 1 82 16
16 30:0:70 1 1 82 15
17 20:0:80 1 2 85 12
18 20:0:80°¢ 1 3 51 4
19 20:0:80¢ 0 0 0 0
20 20:0:80¢ 0 0 4 0
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Conversion a

Proporcion Conversion a Conversion a Conversion a
Entrada?® cetoles 3+6
Butanona/agua/etanol  cetol 5 (%)° - enona 4 (%)° enona 7 (%)°
21 20:0:80f 0 61 18 3
22 10:0:90 0 1 88 11
23 25:5:70 4 6 58 10
24 25:25:50 3 5 20 5
25 25:37:37 4 7 17 5
26 25:50:25 4 8 16 6
27 25:70:5 7 10 22 7
28 10:30:60 2 3 10 3
29 10:45:45 2 4 10 3
30 10:60:30 4 8 10 4

2 Las reacciones fueron llevadas a cabo a 45°C y 200 rpm, en la mezcla y proporcién de solventes
indicada (ver Seccion 3.2.2). ® Determinada por HPLC a 48 h, luego de dicho tiempo no se observa
variacion significativa de la conversion. ¢ A 30°C. 9 Sin BSA. © Se utilizo BSA tratada previamente con urea,

segun se detalla en la seccidn 3.2.1 fSe utilizé lipasa de pancreas porcino (PPL) como biocatalizador.

3.3.2. Condensacién alddlica cruzada de ciclohexanona (19) catalizada por BSA

Una vez ensayada la condensacion aldélica de butanona que se presentd en el punto anterior, se decidid
proseguir el estudio probando ciclohexanona. Con respecto a las reacciones alddlicas de esta cetona
catalizadas por enzimas promiscuas, la bibliografia registra reportes previos de la adiciédn cruzada de
ciclohexanona con una serie de benzaldehidos, para dar los correspondientes cetoles con rendimientos,
diastero- y enantioselectividad variables (Li at al., 2015). Se utilizaron diferentes biocatalizadores:
proteasas tales como quimiopapaina (He et al., 2012), tripsina (Chen et al., 2013) y la proteasa acida de
Aspergillus usamii (Xie et al., 2012); también se empled una nucleasa (Li et al., 2011) y la lipasa de
pancreas porcino (Xie et al.,, 2013; Zhang et al., 2014; Gonzalez-Martinez et al, 2016). Mas
recientemente, los resultados obtenidos en la adicion alddlica de ciclohexanona catalizada por la lipasa
de Rhizopus niveus se interpretaron como un caso de catalisis inespecifica (Birolli et al., 2017), como se
detalld en la introduccidn (pag. 30).

La baja volatilidad de la ciclohexanona dificulta la purificacion de los productos y por esta razéon fue

necesario ensayar distintas proporciones molares de los sustratos en la reaccion catalizada por BSA de
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ciclohexanona y benzaldehido (Esquema 1), con el fin de encontrar la menor concentracion de cetona
que brinde los resultados mas satisfactorios (Tabla 2). Los datos presentados en las Entradas 1-5
muestran que se obtuvo una alta conversidn a enona 20 (82-95%) incluso con un bajo exceso de
ciclohexanona (82%, Entrada 1). Un resultado inesperado fue la ausencia de producto en la reaccién
llevada a cabo sin etanol (Entrada 6), que muestra de modo significativo la influencia decisiva del
solvente en estas biotransformaciones. También se llevaron a cabo experimentos adicionales para
determinar si una inversidon en las proporciones de los sustratos podia favorecer la formaciéon de
compuestos carbonilicos a,B-bis-insaturados (bis-enonas). Al invertir la proporcidon y empleando un
exceso de benzaldehido (2), las entradas 7-9 muestran que la enona 20 sigue siendo el producto
mayoritario, lo que podria explicarse teniendo en cuenta que la conversidon de enona a bis enona podria

verse afectada por el impedimento estérico en el sitio catalitico de la BSA.

Tabla 2. Efecto de la relacién molar de los sustratos en la condensacién alddlica catalizada por BSA de

ciclohexanona (19) y benzaldehido (2) (Esquema 1).

Relacién molar Conversion a Conversion a bis-
Entrada ®
benzaldehido:ciclohexanona enona 20° (%) enona 22° (%)
1 1:2 82 15
2 1:5 90 9
3 1:10 92 5
4 1:20 95 3
5 1:40 76 15
6 1:40°¢ 0 0
7 2:1 82 18
8 10:1 49 24
9 20:1 42 31

2 Reacciones llevadas a cabo en etanol a 45 °Cy 200 rpm (Ver Seccién 3.2.2). ® Determinada por HPLC a

48 h de reaccidn; no se observa aumento en la conversidn a tiempos mayores. ©Sin etanol.
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3.3.3. Condensacion alddlica catalizada por BSA de ciclopentanona (14) y 3-
pentanona (8)

La ciclopentanona (14) también dio los cetoles correspondientes, con estereoselectividad variable,
cuando se ensay6 en reacciones alddlicas cruzadas utilizando biocatalizadores promiscuos (Li et al.,
2011; He et al., 2012; Xie et al., 2012, 2013; Chen et al., 2013; Gonzalez-Martinez et al., 2016). Es
importante mencionar que solo una de las publicaciones mencionadas previamente (Gonzalez-Martinez
et al., 2016) reporté la formacion de las cetonas a,B-insaturadas, que se formaron en bajas
proporciones. Cabe aclarar que en los trabajos mencionados (Li et al., 2011; He et al., 2012; Xie et al.,
2012, 2013; Chen et al., 2013; Zhang et al., 2014; Birolli et al., 2017) se utilizé BSA como ensayo control
de las enzimas promiscuas ensayadas. En la mayoria de los casos este control se realizd con
ciclohexanona y p-nitrobenzaldehido y se obtuvieron los correspondientes cetoles con rendimientos
variables (5-68%) y diasteroselectividad también variable, pero sin enantioselectividad. No se reporto la
presencia de enonas en dichos trabajos, hecho que estimuld el estudio de la catdlisis de BSA en la
condensacidn alddlica de estas cetonas.

En base a los resultados presentados con ciclohexanona, se decidid ensayar ciclopentanona utilizando
etanol como solvente y un exceso molar cetona/aldehido = 2. Estas condiciones experimentales
permitieron obtener la correspondiente enona 17 con alta conversidon (84%, Tabla 3, Entrada 1). Sin
embargo, en este caso no se observé la formacién de bis-enona, a diferencia del comportamiento de la
ciclohexanona (15% de bis-enona 22, Entrada 3). En cuanto a 3-pentanona, hasta el presente trabajo
esta cetona no habia sido ensayada como sustrato en reacciones aldélicas catalizadas por
biocatalizadores promiscuos. Se ensayé empleando las mejores condiciones de reaccidn encontradas
para butanona (Entrada 4) y se obtuvo una alta conversidn a la enona 12 (87%, Entrada 2). Nuevamente,
no se detectaron bis-enonas; por lo tanto, la formacidn de productos secundarios parece depender de la
estructura de la cetona utilizada. Esta suposicion se reforzé a partir a los resultados obtenidos con p-
nitrobenzaldehido (9, Entradas 5-7), en los que la bis-enona se obtuvo nuevamente sélo con
ciclohexanona (10% de la bis-enona 23, Entrada 7). Ademas, mientras que las enonas obtenidas a partir
de 3-pentanona (13) y ciclohexanona (21) se obtuvieron con altos valores de conversién (77% y 88%
respectivamente, Entradas 6 y 7 respectivamente), la ciclopentanona dio una mezcla de los cetoles
diasteroméricos 15 y 16, en mayor proporcion que la enona 18 (Entrada 5). Cabe recordar que en la
reaccidon de acetona con p-nitrobenzaldehido (Capitulo 2) también se obtuvo cetol en mayor proporcién

que enona.
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Tabla 3. Reaccion alddlica catalizada por BSA de las cetonas 1, 8, 14 y 19 con los aldehidos 2 y 9

(Esquema 1).

Conversion
Conversion Conversion
Entrada® Cetona Aldehido Enona a dienona
(%)° a cetol (%)°
(%)°
Ciclopentanona
1 Benzaldehido (2) 17 84 0 0
(14)
2 3-Pentanona (8) 2 12 87 0 0
3 Ciclohexanona (19) 2 20 82 0 15
4 Butanona (1) 2 4 85 3¢ 0
Ciclopentanona
5 p-Nitrobenzaldehido (9) 18 35 489 0
(14)
6 3-Pentanona (8) 9 13 77 13¢ 0
7 Ciclohexanona (19) 9 21 88 0 10

@ Reacciones llevadas a cabo a 45 °C y 200 rpm, empleando una relacidn cetona:etanol 20:80 para 1y 8,
y a 100 mM en etanol para las cetonas 14 y 19 (Ver seccién 3.2.2). Los ensayos de control llevados a
cabo con BSA pretratada con urea (ver Seccién 3.2.1) dieron conversiones < 8%. ® Determinada por HPLC
a 48 h de reaccién; no se observa aumento de la conversidn a mayores tiempos. ¢ Mezcla de 3,5y 6. ¢

Mezcla de 15y 16. ¢ Mezcla de 10y 11.

En la purificacion por cromatografia en columna de silicagel de los productos de la reaccién de 3-
pentanona con p-nitrobenzaldehido (pag. 64) y, al igual que en otras mezclas cuyos componentes
coeluyeron, se observd la coelucion de la mezcla de los cetoles syn-1-hidroxi-2-metil-1-(4-nitrofenil)-3-
pentanona (10) y anti-1-hidroxi-2-metil-1-(4-nitrofenil)-3-pentanona (11). Esta mezcla se cuantificé por
la relacién de los valores de integracidon de las sefiales en RMN-!H del hidrégeno del carbono 1 del

compuesto 10 y del compuesto 11 (Figura 4). Se obtuvo una relacién 10/11 = 2,3.
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Figura 4. Region del espectro RMN-'H de la mezcla de cetoles 10 y 11. Se resaltan las sefiales del
hidrégeno del carbono 1 del cetol 10 y del cetol 11, utilizadas para calcular la proporcion de los cetoles
de dicha muestra, asi como las sefiales correspondientes al hidrégeno del carbono 2 del cetol 10 y del

cetol 11, que confirman dicha proporcion.

De forma similar, y a partir de la biotransformacidn correspondiente (pag. 66), se cuantificé la mezcla de
los cetoles syn-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil]ciclopentanona (15) y anti-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil]ciclo
pentanona (16), a partir de la relacién de las sefiales de RMN*H del hidrégeno del carbono 1’ de 15 y de

16 (Figura 5).
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Figura 5. Regién del espectro RMN-H de la mezcla de cetoles 15 y 16. Se resaltan las sefiales del
hidrégeno del carbono 1’ del cetol 15 y del cetol 16, utilizadas para calcular la proporcién de los cetoles

de dicha muestra.

A partir del analisis por CG con columna quiral (pagina 61), se pudo determinar que todos los cetoles
quirales presentados en este capitulo se obtuvieron como mezclas racémicas.

Finalmente, se realizaron ensayos para establecer si la BSA cataliza el paso de deshidratacion del cetol.
Para ello, se agitd una mezcla de los cetoles 15 y 16 en etanol en presencia de BSA (siguiendo el
protocolo en escala analitica general descripto en la seccidon 2.2.2) y en paralelo, se realizaron dos
controles: uno en ausencia de BSA, el otro utilizando BSA tratada previamente con urea a 100°C. Luego
de 48 horas de reaccion, no se observo reaccidn en los controles mientras que en la reaccidn con BSA se
obtuvo un 31% de conversion a enona 18, alcanzando 91% luego de 144 h. Estos resultados muestran
gue la BSA también cataliza el paso de deshidratacidn de la condensacidén aldélica, en concordancia con
los resultados descriptos en el capitulo anterior, obtenidos en la deshidratacién catalizada por BSA del

cetol formado a partir de acetona y p-nitrobenzaldehido (pag. 53).
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3.3.4. Cinética de la condensacién alddlica catalizada por BSA de ciclohexanona
con p-nitrobenzaldehido

Con el fin de obtener un acercamiento mecanistico a las biotransformaciones ensayadas, se realiz6 un
estudio cinético de la reaccién aldédlica entre ciclohexanona y p-nitrobenzaldehido en etanol, con
catdlisis de BSA, descripta en la Seccién 3.2.12. En la Figura 6 se muestra como se acelera la produccién
de enona por la BSA, con cinética de saturacidn. Se obtuvo una Vmax = 25,44+1,55 mM/h y una Km =
38,53+8,53 mM. Se pudieron realizar experimentos cinéticos a saturacion de ciclohexanona, pero
debido a la limitada solubilidad del p-nitrobenzaldehido no se logré alcanzar la saturacién de dicho
sustrato. Dado que las rectas de 1/vo en funcidn de 1/[9] de la Figura 7 no son paralelas, se descarta un
mecanismo del tipo ping pong bi-bi y los datos obtenidos son compatibles tanto con un mecanismo del
tipo aleatorio secuencial o con uno secuencial ordenado bi-bi (Rudolph y Fromm, 1979). Teniendo en
cuenta que para la adicion alddlica de acetona y aldehidos aromaticos catalizada por BSA en medio
acuoso Se propuso un mecanismo via enamina (Benedetti et al., 2011), para la reaccién estudiada en
esta tesis se propone un mecanismo secuencial ordenado tipo bi-bi (Esquema 2). En el mecanismo
propuesto a continuacion, la lisina anormalmente acida Lis-222, mencionada en la Introduccién (Kikuchi
et al.,, 1996; Benedetti et al., 2011; Albanese and Gaggero, 2015) y en la seccidn 2.3.6. (Capitulo 2),
podria actuar como nucleéfilo para la formacion del cetol (mezcla racémica), cuya deshidratacidn
subsiguiente a enona podria estar favorecida por el residuo Arg-280. En colaboracién con el grupo de
Bioinformatica Estructural de la Universidad Nacional de Quilmes, y como parte de la tesis doctoral de
Ana Julia Velez Rueda, se estudiaron las variaciones de pK, de los residuos que podrian explicar su
participacién en el mecanismo de la catalisis. Para ello se realizd una titulacién tedrica por medio del
software Propka, empleando los conférmeros disponibles de la proteina (Ver seccidon 2.3.6). Los pKa
determinados para la Lis-222 y Arg-280 fueron 7,78+0,83 y 14,0710,19, respectivamente. La proximidad
y la localizacién en la misma cavidad de una arginina anormalmente basica y una lisina anormalmente

acida podrian explicar el mecanismo propuesto.
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Esquema 2. Mecanismo propuesto la condensacion aldélica catalizada por BSA de ciclohexanona (19) y

p-nitrobenzaldehido (9).
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Figura 6. Velocidad inicial (vo) versus concentracién de p-nitrobenzaldehido ([9]) para la condensacién
aldélica catalizada por BSA de 9 y ciclohexanona 5 M en etanol a 45 °C y 200 rpm. Las conversiones

fueron determinadas por absorcién a 330 mm en un lector de placas Cytation 5 (ver seccién 3.2.12).
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Figura 7. Inversa de la velocidad inicial (1/vo) versus la inversa de la concentracién de p-
nitrobenzaldehido (1/[9]) para la condensacién alddlica catalizada por BSA de 9 y ciclohexanona en

etanol, llevada a cabo a 45 °Cy 200 rpm. Las concentraciones de ciclohexanona fueron5M, 1 My 0,6 M.
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Las conversiones fueron determinadas por absorcién a 330 mm en un lector de placas Cytation 5 (ver

seccion 3.2.12).
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3.4, Conclusiones

El trabajo presentado en este capitulo amplia las aplicaciones de la BSA como catalizador promiscuo de
la condensacion alddlica cruzada, al extender esta reaccidon a un conjunto de cetonas. Se alcanzaron
valores elevados de conversion a enonas (77-95%) y con la excepcion de la reaccion de ciclopentanona
con p-nitrobenzaldehido se observd poca o nula presencia de cetoles (0-13%). Las bis-enonas,
subproductos de la condensacién alddlica convencional, se observaron Unicamente (en bajas
proporciones) al utilizar ciclohexanona, incluso con un exceso molar benzaldehido/ciclohexanona
elevado. En comparacién con las condiciones de la condensacién aldélica tradicional, la BSA proporciona
un procedimiento en condiciones suaves de reaccién. Ademas, al ser activa en etanol, un solvente
econdmico y eco-compatible, permite evitar el uso de solventes y catalizadores tdxicos o costosos,
empleados en otras estrategias cataliticas. Por otra parte, los experimentos cinéticos sugieren un
mecanismo bi-bi ordenado para la formacidn de enonas catalizada por BSA y a partir de ellos se propone
un posible mecanismo que involucra residuos del sitio catalitico de la proteina que muestran valores de

pKa anormales.
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Capitulo 4

Ensayos de ciclacion alddlica
intramolecular catalizada por albumina

de suero bovino
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4.1. Introduccion

En los Capitulos 2 y 3 se presentd la reaccidn de condensacion alddlica cruzada catalizada por BSA, a
partir de una variedad de cetonas alifaticas y ciclicas y aldehidos aromdticos, con muy buenos
resultados. Con el fin de expandir mads el espectro de sustratos reconocibles por la BSA frente a dicha
reaccioén, se decidié ensayar compuestos que tengan tanto un grupo dador como un aceptor de dicha
reaccién. De esta forma puede ocurrir una reaccién alddlica intramolecular, que forma un ciclo. Para ello
se eligieron tres sustratos: 2-acetilbenzaldehido, 1,2-diacetilbenceno y 2,5-hexanodiona (1, 2 y 7

respectivamente, Esquemas 1y 2).
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Esquema 1. Condensacién aldélica intramolecular de 2-acetilbenzaldehido (1) y 1,2-diacetilbenceno (2).
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Esquema 2. Condensacién aldélica intramolecular de 2,5-hexanodiona (7).

Centrandonos en 2-acetilbenzaldehido (1), el producto de la adicién alddlica intramolecular que se
espera obtener es 3-hidroxi-1-indanona (3), estructura que forma parte de diversos compuestos
naturales y cuyos derivados poseen actividad bioldgica (Figura 1). Estos compuestos también son
intermediarios versatiles en la sintesis de productos naturales, en reacciones domind y reacciones
organocatalizadas (Chanda et al., 2015). Algunos ejemplos de compuestos derivados de la 3-hidroxi-1-

indanona relevantes (Figura 1) son: tripartina, un inhibidor de histona demetilasa (Kim et al., 2013);
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pterosinas (sesquiterpenos citotdxicos), con actividad antibacterial (Ng y McMorris, 1984; Uddin et al.,
2011); ligustrona-C, un metabolito secundario de Cercospora ligustina (Assante et al., 1977); 3-metoxi-1-
indanona, aislada de la cianobacteria Lyngbya majuscula, que inhibe la activacién del promotor de
crecimiento vascular en células tumorales (Nagle et al., 2000).

A pesar de su extensa presencia tanto natural como en compuestos farmacoldgicamente activos, los
métodos para construir estructuras derivadas de 3-hidroxi-1-indanona son limitados. Los derivados de 3-
hidroxi-1-indanona han sido sintetizados a través de la anelacion modificada de Heck-Larock (Ruan et
al.,, 2011) y por isomerizacion intramolecular-aldolizacién de alcoholes alilicos, catalizada por un
complejo metalico (Petrignet et al., 2007). Otros métodos comunes para la construccién de 3-hidroxi-1-
indanonas son la desimetrizacién de indano-1,3-dioles por complejos metalicos (Murahashi et al., 2004;
Nakamura et al., 2007; Suzuki et al., 2009) y por via enzimatica, utilizando lipasa B de Candida
antarctica, que permite la resolucién enantio- y diasteroselectiva seguida de una posterior oxidacion
regioselectiva (Krumlinde et al., 2010); en otro ejemplo, mediante otra resolucién cinética utilizando
lipasa PS de Amano (Joly y Nair, 2001).

Por otra parte, Moser y coautores desarrollaron la anelacion de complejos de cromo de o-
trimetilsililbenzaldehido con enolatos de litio de ésteres para la sintesis de anillos de indanona
espirociclicos (Moser et al., 2002). Sin embargo, también se han realizado esfuerzos para reemplazar los
catalizadores de metales de transicion con alternativas biocompatibles (List, 2007). En esta linea cabe
mencionar que se han utilizado aminoacidos naturales y sus derivados como organocatalizadores en
reacciones alddlicas intramoleculares, desde el primer reporte de la reacciéon de Hajos — Parrish — Eder—
Sauer-Wiechert catalizada por prolina a principios de 1970 (Eder et al., 1971; Hajos y Parrish, 1974). De
ello surge el método de sintesis de 3-hidroxi-1-indanonas a partir de la reaccidn aldélica intramolecular
de o-diacilbencenos catalizada por sales potasicas de aminoacidos en DMSO (Chanda et al., 2015),
principal antecedente de la reaccidén presentada en este capitulo. Como principal desventaja de este

tipo de catalisis puede mencionarse su baja estereoselectividad y el uso de DMSO como solvente.

86



"o Me o 5 OH
®e ()
e ere
: Me R MeO
OH HO [, S H ud 0
Tripartin Pterosins Ligustrone-C

Figura 1. Compuestos naturales que presentan una subestructura de 3-hidroxi-1-indanona

En este capitulo se presentaran los resultados obtenidos a partir de una alternativa biocatalizada por
albumina de suero bovino (BSA) para la sintesis de 3-hidroxi-l-indanona (3) a partir de 2-
acetilbenzaldehido (1). Ademas, se mostraran los resultados de otros sustratos ensayados: 1,2-
diacetilbenceno (2) y 2,5-hexanodiona (7), a pesar de que no se logré obtener los correspondientes

productos de adicion o de condensacién alddlica (4, 6, 8 y 9).

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. General

La albumina de suero bovino (BSA) se comprd a Sigma-Aldrich (fraccion V) y se utilizé directamente,
excepto para los experimentos de control. Las enzimas mencionadas en la seccidén 4.3 de este capitulo
también fueron comerciales y adquiridas a Sigma-Aldrich. Todos los reactivos y solventes fueron de
grado analitico y obtenidos de proveedores comerciales. El 2-acetilbenzaldehido (1) se purificé por
columna de silicagel utilizando hexano:acetato de etilo 90:10 como solvente de elucidn y se conservo en
heladera.

Para el seguimiento de las reacciones en escala analitica se utilizé cromatografia en placa delgada (CCD)
mediante placas de Silicagel 60 F.sa (Merck). El solvente de desarrollo fue hexano:acetato de etilo 70:30
v/v y las placas se revelaron con luz UV. A escala preparativa, para las purificaciones por cromatografia
en columna se emple¢ Silicagel 60 de 0,04 — 0,063 mm (Merck), las concentraciones de las mezclas de
solventes de elucién empleadas se expresan en % v/v (seccion 4.2.3).

Los analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se hicieron usando una columna de fase
reversa C18 (150 mm de largo, 5,6 mm de didametro interno y 5 um de tamafio de particula) y un
volumen de inyeccidn de 20 pl. Se utilizaron equipos de HPLC modelos Beckman System Gold 125-166 y

Gilson Pump 321 Autosampler 234. El tiempo de retencion para el cetol 3 fue 14 min.
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Para determinar el exceso enantiomérico se utilizé un cromatdgrafo gaseoso (GC) Thermo modelo Trace
1300 con una columna capilar CP-Chirasil-Dex (25 m de largo, 0,32 mm de didmetro interno y 0,25 um
de espesor de film). Las condiciones de analisis fueron: 100 °C de temperatura inicial del horno (1 min),
luego rampa hasta 185 °C (5 min) manteniéndose por 25 min, volumen de inyeccion: 2 ul. Los tiempos
de retencidn para los enantiomeros del cetol 3 fueron 22,6 miny 23,1 min.

Los espectros de *H-NMR y 3C-NMR se obtuvieron con un espectrémetro Bruker Avance Il a 500 y 125
MHz respectivamente. Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millon (ppm)
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia y cloroformo deuterado (CDCls) como solvente. Las

abreviaturas utilizadas para indicar la multiplicidad son: d, doblete; dd, doble doblete; m, multiplete.

4.2.2. Ensayos cualitativos con 2-acetilbenzaldehido, 1,2-diacetilbenzaldehido y
2,5-hexanodiona

Para el screening con los sustratos 1, 2 y 7, el protocolo general implica la utilizacion de 0,05 mmol de
sustrato y 54 mg del biocatalizador en 1 ml del solvente indicado. Excepto se indique lo contrario, las
reacciones se llevaron a cabo a 30°Cy 200 rpm.

Ademads de BSA, también se ensayaron enzimas comerciales; debido a que en la inmovilizacidon de
enzimas comerciales como la CALB se utilizan aditivos que pueden actuar como catalizadores, previo a

su utilizacién, se agité la enzima en acetona por 4 horas, se filtré y secé.

4.2.3. Ensayo de adicion alddlica de 2-acetilbenzaldehido con BSA en escala
preparativa

Se colocaron 74 mg de 2-acetilbenzaldehido, 10 ml de DMF y 540 mg de BSA y se agitaron a 30°C
durante 7 dias. Luego se filtré para la recuperar la BSA, se lavé con etanol (5 ml) y se secé el filtrado. La
purificacién del producto se hizo mediante una columna de silicagel armada en hexano 100%, luego de
la siembra se cambid a hexano:acetato de etilo 90:10 v/v hasta elucidn del sustrato y por ultimo, a una
proporcion 70:30 v/v hasta eluir la 3-hidroxi-1-indanona (3). El rendimiento fue del 6%. Se verificé por

cromatografia gaseosa con columna quiral que el cetol obtenido es una mezcla racémica.

3-Hidroxi-1-indanona (3)
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'H NMR: & 2,66 (dd, J = 18,8, 3,0 Hz, 1H, H2a); 3,15 (dd, J = 18,8, 6,8 Hz, 1H, H2b); 5.46 (dd, J = 6,8, 2,9
Hz, 1H, H3); 7,52 (m, 1H, Ar-H); & 7,74 (m; 3H, Ar-Hs). 13C NMR: & 47,20 (C2); 68,49 (C3); 123,20 (C4);
125,86 (C7); 129,39 (C6); 135,18 (C5); 136,44 (C8); 155,20 (C9); 203,15 (C1).

4.2.4. Analisis por MALDI-MS de adicion alddlica de 2-acetilbenzaldehido con BSA

Para conocer con mayor detalle la interaccidn entre la BSA y el sustrato 2-acetilbenzaldehido (2-AB) se
realizd un analisis por MALDI-MS. Se realizaron 5 ensayos con BSA en DMF con distintas proporciones de
sustrato y biocatalizador. En todos los casos el medio de reaccién fue DMF (1 ml), el tiempo de reaccién
fue 7 dias y la BSA se recuper6 por filtracidn y posterior lavado con etanol (3 x 1 ml) primero y luego, con
CHCl, (3 x 1 ml). La BSA seca recuperada se digirié con tripsina (digestion realizada en el CEQUIBIEM,
FCEN, UBA) y los péptidos obtenidos se analizaron por MALDI-MS (espectrometria de masas con

ionizacion por desorcion con laser asistida por una matriz) y un analizador TOF (tiempo de vuelo)

4.3. Resultados vy discusion

4.3.1. Ensayos de ciclacion alddlica intramolecular biocatalizada de los sustratos 1,

2y7

Al igual que en los experimentos reportados en los capitulos anteriores, se realizaron controles en
ausencia de biocatalizador para las reacciones con resultados positivos. En ausencia de BSA, no se
observé formacion apreciable de productos.

En primer lugar, se ensayé la ciclacion alddlica intramolecular de 2,5-hexanodiona (7, Esquema 2) con
BSA y con las siguientes enzimas comerciales: lipasas B de Candida antarctica, de Candida rugosa, de
Pseudomonas cepacea, de pancreas porcino y de germen de trigo, quimiotripsina de pancreas bovino,
acilasa | de pdancreas porcino, acilasa de Aspergillus melleus y proteasas de Aspergillus oryzae y de
Aspergillus sojae. Ya se ha comentado que el medio de reaccidon es un parametro clave en una
biotransformacién (seccién 1.3.4) y como medio de reaccion se probaron agua, etanol y hexano a 30, 45

y 60 °C. En las condiciones ensayadas no hubo formacidon de cetol ni enona.
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Luego de los ensayos con 2,5-hexanodiona, se realizaron estudios utilizando 1,2-diacetilbenceno (2,
Esquema 1) como sustrato, lo que también involucrd un screening de parametros experimentales. Al
utilizar BSA como biocatalizador, se obtuvieron soluciones coloreadas con todos los solventes
ensayados: agua, etanol, acetonitrilo, DMF. No se logré obtener el cetol (4) producto de la adiciéon
alddlica ni tampoco la enona (6) que se obtiene por deshidratacion. De todas las reacciones ensayadas
con BSA, la efectuada en DMF se eligié para analizar por HPLC dado que en este solvente se observé un
mayor consumo de sustrato por CCD. Al analizar una muestra a 24 h de reaccion sélo se cuantificé un
pequefio consumo de sustrato (18%). La nula formacién de los productos de ciclacién podria explicarse
por la formacién de una base de Schiff entre el sustrato y las lisinas de la BSA, y a la posterior formacién
de isoindoles, que otorgan una coloracion azul-violacea (Zhan et al., 2003) que fue observada en los
ensayos realizados. Por otra parte, se ensayaron con etanol y luego con acetonitrilo los mismos
biocatalizadores ensayados con 2,5-hexanodiona, no observdndose en estos ensayos consumo de

sustrato.

Posteriormente se estudio la ciclacidon de 2-acetilbenzaldehido (1, Esquema 1) y en los primeros ensayos
se evalué el efecto del solvente. Se hicieron ensayos de control con 2-acetilbenzaldehido en agua,
acetonitrilo, etanol, 2-metiltetrahidrofurano y hexano a 30 °C, sin biocatalizador. En todos se conservo el
sustrato y no hubo reaccién observable por CCD, mientras que con BSA como catalizador, tanto en agua
como en etanol se observé consumo total de sustrato. En agua el consumo fue instantaneo (inclusoat =
0) y la soluciéon tomé una tonalidad azulada (similar a lo observado con 1,2-diacetilbenceno), mientras
qgue en etanol la reaccion progresd hasta 2 dias sin coloracion. Se decidié continuar estudiando la
reaccién en etanol, en la que se observd un producto de Rf bajo. Luego se hizo bajo las mismas
condiciones (etanol a 30°C) un screening de las siguientes enzimas comerciales: lipasas B de Candida
antarctica, de Candida rugosa, de Pseudomonas cepacea, de pancreas porcino y de germen de trigo,
guimiotripsina de pancreas bovino, acilasa | de pancreas porcino, acilasa de Aspergillus melleus,
proteasas de Aspergillus oryzae y de Aspergillus sojae, y una prueba adicional con BSA en etanol a 50°C.
En el caso de BSA a 50°C, a un dia de reaccidén se confirmé la aparicién de un producto de R bajo,
mientras que no se obtuvieron resultados satisfactorios con el resto de los biocatalizadores, al igual que
lo sucedido con 2,5-hexanodiona y 1,2-diacetilbenceno. Se eligié utilizar BSA en etanol a 50°C como
condiciones para escalar y purificar por columna el producto de Rf bajo, identificado por RMN como el

cetol 3-hidroxiindanona (3, descripto en la seccion 4.2.3).
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Posteriormente se ensayd la reaccién con BSA en dimetilsulféxido (DMSO) y en mezclas etanol/agua
95:5 y 90:10, y se repitid el screening de enzimas pero en acetonitrilo en lugar de etanol, manteniendo
la temperatura en 30°C. La reaccién con BSA en DMSO tuvo un rendimiento en el cetol 3 algo mayor
(7%, contra 1-2% en etanol a 30°C y 50°C, respectivamente). En las mezclas etanol/agua y con
acetonitrilo como solvente no se observé aparicion de cetol o enona.

Se varid la cantidad de BSA, disminuyéndola a la mitad y luego también aumentandola un 30%,
manteniendo el DMSO como medio de reaccidon y la temperatura a 30°C. Por otra parte, la
biotransformacién también se ensayé a 40 y 60°C utilizando la cantidad habitual de BSA (Seccién 4.2.2).
Al aumentar la temperatura la conversion cayé. También disminuyé la conversidn al reducir la masa de
BSA a la mitad o al aumentarla un 30%.

Siendo hasta ese momento el DMSO el solvente que diera los mejores resultados, se decidié ensayar
con otro solvente de caracteristicas similares (polar aprdtico) pero de menor punto de ebulliciéon, la N,N-
dimetilformamida (DMF). Se observd que las conversiones determinadas por HPLC eran similares, por lo
gue se optd por continuar los experimentos utilizando este solvente en lugar del DMSO. En ambos casos
el consumo de 2-acetilbenzaldehido fue total.

En la preparacién de 3-hidroxi-1-indanona (3) a partir de 2-acetilbenzaldehido con BSA en DMF (seccién
4.2.3) se observé que la masa de BSA recuperada (filtrada, lavada y llevada a peso constante) era 11%
mayor a la inicial (Peso inicial: 540 mg, peso final: 599 mg). Dicho resultado es un indicio de que gran
parte de la masa inicial de 2-acetilbenzaldehido quedd fijada a la BSA de forma tal que no se libera con
lavados con etanol, diclorometano o tolueno. A partir de esta observacién de aparente reaccion
irreversible del sustrato con el biocatalizador, se decidié reutilizar la BSA recuperada de dicha reaccion
en DMF, ensayandola en una nueva biotransformacion llevada a cabo segun condiciones detalladas en la
seccién 4.2.2, comparando simultdneamente con otra biotransformacion utilizando BSA cruda y en
iguales condiciones de reaccién. Al usar BSA recuperada se observd un aumento considerable en el

porcentaje de conversidn a 3-hidroxi-1-indanona (Tabla 1, Entrada 2).

Tabla 1. Conversion de 2-acetilbenzaldehido a cetol 3 segin masa de BSA utilizada y al reutilizar el

biocatalizador?

Biocatalizador % Cetol 3°

BSA cruda (54 mg) 6
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BSA reutilizada (54 mg) 56

BSA cruda (11 mg) 31

2 Reacciones llevadas a cabo segtin protocolo en seccién 4.2.2. ®. Valores determinados por HPLC a 7 dias

de reaccion en DMF.

En otro ensayo, se utilizé una masa de BSA cruda 5 veces menor a la inicial (11 mg/0,05 mmol de 2-
acetilbenzaldehido en lugar de 54 mg). Se detecté un aumento considerable en la conversidn al utilizar
una menor cantidad de BSA (Entrada 3). Como conclusién preliminar podria suponerse que el reactivo se
une de forma irreversible a la BSA, pero dicho proceso no inactiva al biocatalizador.

A partir de lo observado en la Tabla 1, se decidid ensayar el redso de BSA en otras condiciones. Se utilizd
DMF nuevamente como solvente de reaccion y se lo compard con etanol. Se observé un aumento en la
conversion a cetol Unicamente en DMF y sélo entre el primer y segundo uso de la BSA. Al comparar los
resultados obtenidos (Tabla 2) debe tenerse en cuenta que en este caso los tiempos de reaccidn fueron

mads cortos, para poder realizar varios ciclos en el menor tiempo posible.

Tabla 2. Conversidn de 2-acetilbenzaldehido a cetol 3 (%) para relsos de BSA.

Ciclos
1 2 3 4
Etanol 1 1 1 2
DMF 2 10 13 9

? Valores determinados por HPLC a 2 dias de reaccién utilizando 0,05 mmoles de sustrato y 54 mg BSA

en 1 ml de volumen final (Seccion 4.2.2).

Por otra parte, se decidié estudiar si la unién de 2-acetilbenzaldehido a la BSA afecta la capacidad
catalitica de dicho biocatalizador frente a la condensacidn aldélica de benzaldehido y acetona descripta
en el Capitulo 2 (Esquema 3). Para ello se utilizd BSA recuperada de la reaccién de 2-acetilbenzaldehido
con BSA cruda en DMF (Tabla 1), aplicandola en la reaccion de benzaldehido y acetona segun las
condiciones mas satisfactorias descriptas en el Capitulo 2 (0,05 mmol benzaldehido, 500 ul acetona, 500
ul agua, 54 mg BSA, 45° C). Se observd una caida considerable en la conversion a benzalacetona, a 9 %

(96 % para BSA cruda; Capitulo 2, pag. 52).
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Esquema 3. Condensacion aldélica cruzada catalizada por BSA de benzaldehido y acetona.

A partir de este ensayo puede concluirse que la reaccidon de BSA con 2-acetilbenzaldehido disminuye la
actividad catalitica de la proteina frente a la condensacion alddlica entre benzaldehido y acetona.

Posteriormente se amplid el ensayo de la BSA recuperada de la reaccion de 2-acetilbenzaldehido con
BSA cruda en DMF a otros solventes como agua y etanol, no observandose una mejora en su efectividad
al reutilizarla en dichos solventes. A su vez, se repitio el ensayo en DMF utilizando otra porcién de la BSA
recuperada de la reaccién con 2-acetilbenzaldehido en DMF, con el fin de determinar fehacientemente
el plateau de la reaccidn, determindndose que se alcanzaba a los 7 dias pese a quedar sustrato sin

reaccionar.

4.3.2. Analisis por MALDI-TOF de BSA ligada a 2-acetilbenzaldehido

En base a los resultados presentados en la seccidn anterior, cabe postular que los bajos rendimientos
obtenidos para la ciclacidon biocatalizada de 2-acetilbenzaldehido pueden deberse a una interaccion
entre la proteina y el sustrato, que no resulta en formacidon de producto. Por otra parte, podria
conjeturarse que en la misma proteina puede haber mas de un sitio de reaccién. En dos trabajos con B-
lactoglobulina (Gowda et al., 2017, 2018) se encontrd que para esta proteina puede haber mas de un
sitio de union a sustratos y que dentro de un mismo sitio, para una determinada reaccién (retroaldélica)
se requieren una sola lisina (Lis-60 o Lis-69 en un sitio, y Lis-77 o Lis-91 en otro sitio) y su
correspondiente bolsillo lipofilico, mientras que para catalizar otra reaccion (ciclodimerizacién) se
requieren dos lisinas en el mismo sitio activo (Lis 60 + Lis-69 en un sitio o Lis-77 + Lis-91 en el otro sitio
activo) (Gowda et al., 2017). Esto se demostré mutando las lisinas ubicadas en los sitios de union a
sustratos, reemplazdndolas por alaninas y observando su efecto en la conversidon a los productos
respectivos. Al reemplazar las dos lisinas del mismo sitio se conserva la capacidad catalitica en el otro
sitio, mientras que, al reemplazar una lisina de cada sitio, se pierde la capacidad catalitica frente a la
reaccién de ciclodimerizacidn, lo que demuestra que se necesita un par de lisinas en un mismo sitio para
el mecanismo de catalisis. Considerando entonces la conjetura de que una proteina puede tener mas de

un sitio de reaccidn, esta hipoétesis podria explicar nuestros resultados al tratar 2-acetilbenzaldehido con
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BSA reutilizada: el 56 % de conversion al cetol 3, frente al 9 % de conversién a benzalacetona, podrian
ser indicio de que ambas reacciones no se catalizan en el mismo sitio de la proteina.

En los trabajos mencionados (Gowda et al., 2017, 2018), se determinaron los residuos especificos de
unién del inhibidor (3-bromocinamaldehido) a la proteina, mediante su digestion utilizando tripsina y el
analisis posterior de los péptidos obtenidos, por espectrometria de masas mediante MALDI-TOF. Se
muestra en el Esquema 4 el mecanismo de inhibicién por el compuesto 3-bromocinamaldehido, donde

primero se forma una imina con una lisina y luego se produce la alquilaciéon con otro residuo de lisina.

L BLG
g BLG TN -

13 HoN,

Esquema 4. Mecanismo de inhibicion de B-lactoglobulina por accién del compuesto 3-

bromocinamaldehido sobre residuos de lisina.

En nuestros experimentos con BSA, al observar el consumo de sustrato en las reacciones con 2-
acetilbenzaldehido con BSA en DMF, primero se intentd recuperar tanto el sustrato como los
potenciales productos por extraccidon con solventes de diferentes polaridades (etanol, diclorometano,
tolueno). Dichos lavados no lograron liberar ni sustrato ni productos de la BSA, pero la proteina mostrd
una coloracién naranja intensa, caracteristica de la formacion de bases de Schiff entre el sustrato y la

proteina, como también se describid para el caso de la B-lactoglobulina (Gowda et al., 2017).

Se prepararon muestras de BSA para tratar de obtener mayor informacion sobre los posibles sitios de

unién de 2-acetilbenzaldehido a BSA. En este estudio preliminar se ensayaron distintas proporciones de
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reactivo:catalizador y distintas opciones de lavado de la BSA recuperada post reaccién, asi como un
blanco de proteina para utilizar de referencia; el solvente de reaccion fue DMF. Debido a que se
presume el 2-acetilbenzaldehido se estaria ligando a una lisina de la BSA (que podria ser Lis-222, segln
se discutid en la Introduccidn y en los capitulos anteriores) y como se sabe que del total de aminodcidos
de la BSA un 10% son lisinas (Reeder y Schaffer, 1977), las distintas relaciones reactivo:catalizador se

expresan como relaciones molares 2-AB:lisinas de BSA (Tabla 3).

Tabla 3. Proporciones 2-acetilbenzaldehido:lisinas de BSA ensayadas en la reaccién de 2-

acetilbenzaldehido en DMF.

Relacién molar 2-AB/lisinas de BSA Masa de 2-AB (mg) Masa de BSA empleada (mg)
0:1 0 54
1:20 0,38 54
1:20 0,38! 54
1:1 7,6 54
5:1 7,6 11

1El sustrato se incorpord en 5 fracciones, con intervalos de 24 h entre cada adicion.

Las muestras de BSA recuperadas luego de la reaccién con 2-AB en DMF se digirieron con tripsina y los
péptidos obtenidos se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF. Al comparar estos espectros
con la digestion in silico de la BSA, se identificaron sefiales asignables a posibles péptidos
correspondientes al sitio de unién de 2-acetilbenzaldehido a la BSA. En las muestras tratadas (Figura 2)
desaparecen determinadas sefiales presentes en las muestras de BSA cruda y a la vez aparecen sefiales
ausentes en la BSA cruda. Esta diferencia en los espectros se aprecia mejor cuando se utiliza una
proporcién 2-AB:lisinas de BSA igual o mayor a 1:1. En la Tabla 4 se presentan dos claros ejemplos de
cambios en sefales cuya diferencia es compatible con la adicion de una molécula de 2-
acetilbenzaldehido (m/z +148) o con la adicion seguida de eliminacidon de una molécula de agua (m/z
+130) (Esquema 5). Tanto el agregado secuencial de sustrato como el agregado en una sola porcién
dieron los mismos resultados. Asi mismo no se observé diferencia significativa entre los espectros de
masa de la BSA de la muestra que se lavd con tolueno y los de la muestra lavada Unicamente con etanol

y diclorometano.
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Esquema 5. Formaciéon de un producto de adiciéon (M +148) y de una imina (M +130) a partir 2-

acetilbenzaldehido.
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Figura 2. Espectro de masas obtenido por MALDI-MS del péptido seleccionado luego de la digestion de
la muestra de BSA recuperada después de su incubacién con 2-acetilbenzaldehido, en una relacién

molar 1:1 con respecto a las lisinas de BSA.

96



Tabla 4. Comparacién de sefiales obtenidas por espectrometria de masa para dos péptidos

seleccionados, a partir de distintas proporciones 2-acetilbenzaldehido:lisinas de BSA®

Relacion
0:1 1:20 1:1 5:1
2-AB:lisinas de BSA
m/z 1639,824 1639,753 1769,765 1769,825

Péptido + 2-AB—H O Péptido + 2-AB—H O

Péptido Péptido . ,

m/z 1305,621 1305,563 1453,521 1453,565

Péptido Péptido Péptido + 2-AB Péptido + 2-AB

2 Las muestras de BSA recuperadas luego de la reaccion con 2-AB en DMF se digirieron con tripsina y los

péptidos obtenidos se analizaron por espectrometria de masa MALDI-TOF.

Por otro lado, se hicieron ensayos con el fin de determinar si la BSA puede catalizar la condensacidn
aldélica cruzada entre 2-acetilbenzaldehido y acetona. Se utilizaron como cosolventes (en proporcién
1:1 con acetona): etanol, agua y DMF; las reacciones se hicieron segun el protocolo descripto en la
seccion 2.2.2. En ninguno de los casos se observd aparicidon del producto de la condensacidn alddlica
cruzada (Tiempo de reaccién: 2 dias). Unicamente se observé consumo de sustrato (1) y aparicién del
producto de la adicién alddlica intramolecular (3) identificado previamente, con valores de conversion

bajos.

4.4, Conclusiones

Se presentaron los resultados de los intentos de ciclacion alddlica intramolecular catalizada por BSA de
una serie de compuestos que contienen un grupo dador y otro aceptor de dicha reaccién. A diferencia
de lo observado en los Capitulos 2 y 3, en esta reaccion intramolecular las conversiones resultaron bajas
o nulas; el mejor resultado se obtuvo cuando el reactivo utilizado fue 2-acetilbenzaldehido y DMF el

medio de reaccion (56% de conversién a cetol 3, al ensayar BSA reutilizada). En la mayoria de las
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reacciones no se observé consumo de sustrato y en algunos casos el consumo de sustrato se debié a una
interaccion entre la proteina y el sustrato que no resulta en formacién de producto.

En cuanto a los sustratos 2,5-hexanodiona y 1,2-diacetilbenceno, con ninguno de ellos se obtuvo
conversion a los correspondientes cetoles o enonas, productos de la adicidn o condensacion alddlica
intramolecular. En el primer caso, puede deberse a que el bolsillo hidrofébico de la BSA no reconozca a
sustratos alifaticos, como se observé en la reduccién de dicetonas catalizada por BSA (Berti et al., 2011)
y en la adicidn alddlica de aldehidos alifaticos (Benedetti et al.,, 2011). En cuanto al 1,2-diacetilbenceno,
la nula formacién de producto puede llegar a explicarse por la formacién de una base de Schiff entre el
sustrato y la BSA, con a la posterior formacién de isoindoles (Zhan et al., 2003).

En el caso del 2-acetilbenzaldehido se observo la union irreversible entre el sustrato y el biocatalizador
BSA. Es notable la mejora en los valores de conversion al cetol, al reutilizar BSA (56%), o al utilizar una
menor proporcion de biocatalizador con respecto al sustrato (31%). Se postuld la reacciéon entre 2-
acetilbenzaldehido y la BSA, para dar un producto de adiciéon y una imina, como se describid en la
seccion 4.3.2. Dicha reaccidn irreversible puede ocurrir con los grupos aminos libres de lisinas, como el
de la Lis-222, que se asocia con la actividad catalitica de BSA. El aumento en la conversién tanto al
reutilizar BSA recuperada de la reaccion con 2-acetilbenzaldehido o al utilizar una menor cantidad de
BSA cruda podria deberse a una saturacién de los sitios de unién irreversible del sustrato a la BSA,
guedando sustrato disponible para reaccionar por la via que permite la formacion del cetol 3. Se mostrd
gue la unién de 2-acetilbenzaldehido a la BSA no afecta totalmente la capacidad de la proteina para
catalizar la adicion alddlica intramolecular de dicho compuesto, pero si provoca una caida abrupta en la
actividad catalitica de la BSA frente a la reaccidn alddlica de benzaldehido y acetona descripta en el
Capitulo 2. Esto permite suponer que estas dos reacciones ocurririan en sitios de unién distintos de la
proteina. Mediante estudios preliminares de espectrometria de masa de la BSA recuperada luego de la
reacciéon con 2-acetilbenzaldehido y digerida con tripsina, se identificaron sefiales de péptidos
consistentes con la formacién de un producto de adiciéon y una imina entre el 2-acetilbenzaldehido y la

proteina.
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Tal como se desarrollé en el Capitulo 1, la biocatadlisis, que utiliza enzimas y microorganismos en quimica
organica sintética, actualmente se encuentra consolidada como una metodologia practica, eficiente y
ambientalmente compatible, que brinda una alternativa a métodos tradicionales utilizados a escala
industrial. A lo largo de las Ultimas décadas se ha publicado que numerosas enzimas poseen actividades
cataliticas inesperadas, mostrando asi que un mismo sitio activo es capaz de catalizar reacciones
guimicas diferentes, en lo que se conoce como promiscuidad catalitica; ademas, la promiscuidad no se
limita a enzimas y es un fendmeno mds general de las proteinas. En este contexto, en el presente
trabajo se logré ampliar las aplicaciones de la promiscuidad, centrandose en el estudio de la
condensacion alddlica cruzada catalizada por albimina de suero bovino (BSA). El estudio presentado se
orientd a encontrar una metodologia que constituya una alternativa a los métodos quimicos cldsicos de
formacidn de cetonas a,B-insaturadas (enonas), tanto por transcurrir en condiciones suaves de reaccion
como por emplear un catalizador sustentable y compatible con el medio ambiente.

En el Capitulo 2 se presentd el estudio de la reaccién de condensaciéon alddlica cruzada entre acetona y
una serie de benzaldehidos, con catalisis de BSA. Los resultados mostraron que los sustituyentes del
sustrato aldehidico aromatico evidencian escaso impacto en los valores de conversidn a enona (88-97 %)
con la excepcién de m- y p-nitrobenzaldehido (32-37%), en cuyos casos se obtuvieron mezclas de enona
y cetol, predominando los cetoles correspondientes.

Por el contrario, se observé un notorio efecto del solvente de reaccién y de su proporcidn en la mezcla
de solventes en los porcentajes de conversion a enona. Los resultados muestran que la adicién de agua
en mayores proporciones incrementa la conversion, aunque por encima de la proporcion 50:50
(agua/acetona), se observa una marcada caida de la misma. En el caso del p-cianobenzaldehido se logré
una conversidén elevada (97 %) utilizando etanol en vez de agua. De esta forma los resultados
confirmaron que la predictibilidad de los resultados es muy limitada y por eso es necesario hacer un
screening de las condiciones experimentales.

Posteriormente, se presentaron los resultados de la condensacidn aldédlica cruzada entre benzaldehido,
p-nitro-benzaldehido y cuatro cetonas alifaticas, catalizada por BSA (Capitulo 3). Tanto las cetonas
ciclicas (ciclopentanona y ciclohexanona) como las aciclicas (butanona y 3-pentanona) ensayadas
permitieron obtener elevados porcentajes de conversién a las enonas correspondientes (77-95%). Esto
evidencia una aceptable tolerancia de sustratos tanto en el grupo dador como aceptor frente a la
reaccidon de condensacion aldélica. Por otra parte, solo se observé la formacién de cetoles en la reaccién
de p-nitrobenzaldehido con ciclopentanona y, en menor medida, con 3-pentanona. De todos los

sustratos utilizados, se obtuvieron bis-enonas Unicamente al utilizar ciclohexanona. Dicho producto se
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formd en bajas proporciones incluso con un exceso molar benzaldehido/ciclohexanona elevado y a
tiempos prolongados de reaccién. Por una parte, este resultado sugiere que la conversidon de enona a bis
enona podria verse afectada por el impedimento estérico en el sitio catalitico de la BSA y por otra parte,
gue la mayoria de las enonas formadas estarian impedidas para seguir reaccionando a bis enonas en el
sitio de la catalisis.

Para obtener informacién sobre el mecanismo involucrado en la reaccidon de formacién de enonas
catalizada por BSA se estudid la reaccién entre ciclohexanona y p-nitrobenzaldehido. Tomando en
consideracidon que para la adicién alddlica de acetona y aldehidos aromaticos catalizada por BSA en
medio acuoso se habia propuesto en bibliografia un mecanismo via enamina, y a partir de los
experimentos cinéticos llevados a cabo en esta tesis, se postuld un mecanismo bi-bi ordenado que
incluye residuos del sitio catalitico de la proteina que presentan valores de pK, anormales. En el
mecanismo propuesto, la lisina anormalmente 4cida Lis-222 (pK, 7,8), mencionada en la introduccion y
en el Capitulo 2 (pag. 54), podria actuar como nucledfilo para la formacidn del cetol, cuya deshidratacion
subsiguiente a enona podria estar favorecida por el residuo Arg-280 (pK, 14,1). Los resultados de los
experimentos cinéticos, como también los ensayos de control realizados con BSA desnaturalizada
(presentados en los capitulos 2 y 3) sostienen la idea de que la albumina no es un catalizador
inespecifico.

Finalmente, se ensayaron reacciones de ciclacién alddlica intramolecular catalizadas por BSA (Capitulo
4). Se presentaron los resultados obtenidos en la formacidn de 3-hidroxi-1-indanona catalizada por esta
proteina, a partir de 2-acetilbenzaldehido. Ademas, se mostraron los resultados de otros sustratos
ensayados: 1,2-diacetilbenceno y 2,5-hexanodiona, a pesar de que no se logré obtener los
correspondientes productos de adicién o de condensacién aldélica. Como se discutio en el Capitulo 4,
los resultados obtenidos con 2,5-hexanodiona podrian interpretarse considerando la menor versatilidad
de BSA frente a sustratos alifaticos; para el 1,2-diacetilbenceno, podria suponerse la unién covalente del
sustrato a la proteina. Esta se observo entre el sustrato 2-acetilbenzaldehido y el biocatalizador, lo que
pudo comprobarse mediante el andlisis por MALDI-TOF de diversos péptidos obtenidos luego de la
digestion con tripsina de la BSA utilizada previamente con dicho sustrato. Se logré identificar péptidos
en los cuales hay sefiales cuya diferencia de masa con respecto a los péptidos de la BSA de control
corresponden a la masa del 2-acetilbenzaldehido o a la masa de dicho compuesto menos una molécula
de agua, sugiriendo la formacion de una imina entre la proteina y el sustrato. Ademas, los resultados

obtenidos al ensayar la ciclacion de 2-acetilbenzaldehido con BSA recuperada de una reaccién previa
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con este sustrato sugieren que la ciclacidn no ocurre en el mismo sitio que la condensacion cruzada de
acetona y benzaldehido.

En conclusién, en este trabajo se logré ampliar las aplicaciones de la promiscuidad y avanzar en su
comprension, centrandose en el estudio de la reaccidn de condensacién aldédlica cruzada catalizada por
BSA. La tesis desarrolla un procedimiento suave y simple para obtener cetonas a,B-insaturadas a partir
de aldehidos aromaticos y cetonas alifaticas lineales y ciclicas, aplicando la catalisis promiscua de dicho
biocatalizador. Mediante esta metodologia se obtuvo a escala preparativa un conjunto de 14 cetonas

a,B-insaturadas (Figura 4), caracterizadas espectroscopicamente.
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Figura 4. Cetonas a,B-insaturadas obtenidas, aisladas e identificadas durante en este trabajo.

Las condiciones experimentales aplicadas en este procedimiento biocatalitico contrastan con las
condiciones basicas de los métodos quimicos habituales y también brindan una alternativa ventajosa a

los escasos antecedentes de la catalisis de BSA para la formacion de enonas, comentados en el Capitulo

114



1. Cabe resaltar que la proteina pudo ser reutilizada numerosas veces sin pérdida considerable de
rendimiento. Ademas, los solventes de reaccién empleados en este trabajo fueron de bajo costo y
compatibles con el medio ambiente; en todos los casos las temperaturas fueron suaves. Este ultimo
factor, en conjuncién con la ausencia de bases fuertes, confiere a este procedimiento potencialidad para

la condensacion alddlica de compuestos labiles en medio fuertemente basico.
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