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Abstraet 

A BSTRAeT 

Candida antaretiea lipase CAL, catalyzed the aminolysis reaction of 2-hydroxy esters 

with amines in organic solvents to yield the corresponding 2-hydroxy amides. This enzyme 

accepts several 2-hydroxy esters and amines. The reactions proceeded at 28-30°C in dioxane 

for 6 h with 3 mM substrates with yields ranging between 45 % (w/w) (for branched 

.substrates) to 88% (w/w)(for linear substrates) in mild conditions, to give the corresponding 

amides. Although the biocatalytic process was not enantioselective (except to methyl 

mandelate), according our results by the analysis ofthe corresponding Mosher's derivatives by 

RMN_ 19F and RMN-'H spectra, and HPLC and CG-MS quiral techniques, because of its 

simplicity it represents an altemative method for the synthesis of simple and functionalised 

amides. 
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Resúmen 

Los 2-hidroxiácidos y sus derivados ópticamente activos, ésteres y amidas, son 

intermediarios versátiles e importantes usados como bloques de construcción quiral , 

compuestos bioactivos interesantes, y se pueden convertir fácilmente en halo-ésteres, glicoles, 

epóxidos y aminoácidos. 

Las Lipasas (EC 3.1.1.3) pueden catalizar muchas reacciones orgánicas sintéticas 

importantes y se recomiendan para la resolución cinética de alcoholes, ácidos carboxílicos y 

ésteres racémicos, debido a su enantioselectividad en ambos medios, acuoso y orgánico. En 

disolventes orgánicos, también es posible la resolución enzimática de 2-hidroxiácidos 

bifuncionales mediante esterificación, y transesterificación de sus ésteres. Más aún, la síntesis 

química enantioselectiva de alquilamidas involucra condiciones de reacción drásticas, que no 

son compatibles con la mayoría de los grupos funcionales . Las Enzimas pueden catalizar la 

resolución in situ de ésteres ó aminas en disolventes orgánicos, con un alto grado de 

enantioselectividad. 

En años recientes varios autores han mostrado la eficiencia catalítica de la lipasa B de 

Candida anlarclica (CAL) para catalizar reacciones de aminólisis. CAL exhibe una alta 

eficiencia catalítica en la resolución de ésteres, aminas y diaminas quirales, a través de 

reacciones de aminólisis y amonólisis, incluyendo regio-, quimio-, y selectividad geométrica. 

La síntesis de 2-hidroxiamidas catalizada por enzimas a partir de 2-hidroxiéstcres, hasta donde 

sabemos no ha sido reportada con esta enzima; razón por la cual, la ¡ipasa se seleccionó pant 

realizar la arninólisis de 2-hidroxiésteres con aminas en disolventes orgánicos para producir 

las correspondientes 2-hidroxiamidas. 

En general, las reaccIOnes de amin6lisis de los 2-hidroxiésteres probados, con n

butilamina, procedieron con velocidades y rendimientos similarmente buenos. CAL fue capaz 

de catalizar la reacción de una amplia variedad de sustratos lineales y ramificados (el-CS), así 

como también de mandelato de metilo, malato de metilo e itaconato de meti lo (los dos 

últimos, 2-hidroxidiésteres). Las reacciones procedieron a 28-30°C en dioxano durante 6 h, 

tiempo en el cual se observa un balance adecuado de conversión/tiempo, con sustratos a una 
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Resúmen 

concentración 3 mM, con rendimientos entre el 45 % (w/w) (para sustratos ramificados) al 

88% (w/w)(para los sustratos lineales). Sustratos de cadena larga cornQ 2-hidroxicaproato de 

etilo, 2-hidroxioctanoato de metilo, y mandelato de metilo dieron las reacciones más lentas 

(probablemente debido a impedimento estérico). Comparando sustratos lineales y ramificados 

de 4 y 5 carbonos, se observaron conversiones y velocidades similares. 

Para probar el efecto del grupo alcoxilo durante la aminólisis, varios derivados del 

ácido láctico se hicieron reaccionar con n-butilamina como nucleófilo. La reacción 

biocatalizada. fue rápida en todos los casos (conversiones por encima del 80%, en 6 h.), 

independientemente del grupo alcoxilo (-OMe, -OEt, -O-isobutil, -O-hencil), y de la 

configuración absoluta deI2-hidroxiéster. Aunque la reacción no fue enantioselectiva (excepto 

para el mandelato de metilo) de acuerdo con nuestros resultados de RMN_ 19F y RMN)H de 

los espectros de los derivados de Mosher, y de las técnicas de HPLC y CG-EM quirales. Estos 

resultados están en contraste agudo con la alta enantioselectividad reportada para 3-

hidroxiésteres ampliamente estudiados por Gotor y colaboradores. Aparentemente, la 

proximidad del grupo hidroxilo al sitio reactivo tiene un efecto importante sobre la velocidad y 

la estereoselectividad de la amin61isis. 

La aminólisis del malato de dimetilo y de ¡taconato de dimetilo (el primero un 2-

hidroxidiésteres) fue regioselectiva hacia el grupo éster en la posición 1 ~ pero también 

modestamente enantioselectiva para el hidroxidiéster. El tartrato de dimetilo (un dihidroxi 

diéster) no dió la reaccion de aminólisis biocatalizada. 

Para probar la selectividad de la enzima respecto al nucleófilo. se probaron varias 

aminas con lactato de n-butilo y 2-hidroxicaproato de etilo como los donadores de acilo. CAL 

acepta a una variedad de aminas como sustratos, sin embargo, con a-metilbencilamina y sec

butilamina, las reacciones fueron más lentas que con las aminas lineales (n-butil y n

pentilamina), probablemente debido a impedimentos de tipo estérico. Con el J-amino-I

propanol el proceso biocatalítico fue quimioselectivo hacia el grupo amino, pero reaccionó 
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más lentamente que las aminas alifáticas lineales, lo cual puede deberse a la disminuida 

nucleofilia del grupo amino en el aminopropanol. 

Finalmente, probamos la actividad catalitica de otras hidrolasas para la aminólisis de 

los 2-hidroxiésteres; entre las enzimas comercialmente disponibles, las lipasas de 

Pseudomonas cepacia, Candida cylindraceae. y Rhizomocur miehei, y las proteinasas 

subtilisina y de Bacillus Iicheniformis y Bacillus subtillis; sin embargo, la lipasa de Candida 

antarc/ica dió los mejores resultados en la conversión de los 2-hidroxiésteres a las amidas. 

En conclusión, esta investigación describe un método biocatalítico senci llo para la 

obtención de 2-hidroxiamidas a partir de sus ésteres, bajo condiciones de reacción suaves. 

Aunque la lipasa de Candida antarctica acepta un amplio rango de 2-hidroxiésteres y aminas 

como sustratos, esta biotransformación no muestra enantioselectividad, probablemente debido 

al efecto electrónatrayente del grupo hidroxilo en los 2-hidroxiésteres. 
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Optically active 2-hydroxy acids and their esters and amides derivatives are versatiJe 

and important intermediates used as chiral auxiliary building blocks, bioactive compounds, 

and can easily be converted into chiral halo-esters, glycols, epoxides, and amina acids. 

Lipases (EC 3.1.1.3) can catalyze many synthetic arganic reactions and are suitable for 

the kinetic resolution of racemic alcohols, carboxylic acids and esters, due to their 

enantioselectivity in both, aqueous and organic media. In organic solvents, the enzymatic 

resolution of bifunctional 2-hydroxy acid by esterification ,and by transesteñfication of their 

esters, is possible. Furthermore, chemical enantioselective synthesis of alkylamides involves 

drastic reaction condiüons, which are not compatible with most functional groups. Enzymes 

can catalyze the in situ resolution of either, esters, or amines, in organic solvents with high 

degree of enantioselectivity. 

In recent years several aulhors have shown the efficiency of the lipase B from Candida 

antare/ica (CAL) to catalyse aminolysis reactions. CAL has a high catalytic efficiency in the 

resolution of chiral eSlers, amines, and diamines through aminolysis and ammonolysis, 

including regio-, chemo-, and geometiic selectivity .. The enzyme-catalyzed synthesis of 2-

hydroxy amides from 2-hydroxy esters, to the best of our knowledge has nol been reported 

with this enzyme. for this reason, the lipase was selected lo achieve the aminolysis of 2-

hydroxy esters with amines in organic solvents to yield the corresponding 2-hydroxy amides. 
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In general, the aminolysis of the 2-hydroxy esters tested, with n-butylarnine proceeded 

with similar rate and good yields. CAL was able to catalyze the rcaction of 8 wide range of 

substrates ineluding linear and branehed substrates (C,-C,). and also methyl mandelate. 

methyl maJate and methyl itaconate (last two, 2-hydroxy diesters). The reactions proceeded al 

28-30°C in dioxane foe 6 h witb 3 mM substrates witb yields ranging between 45 % (w/w) (foe 

branched substrates) to 88% (w/w)(foe linear substrates). Long ehain substeates as etbyl. 2-

hydroxy caproate, methyl-2-hydroxy octanoate, and methyl mandelate gave slower reactions 

(probably due to steric hindrance). Comparing linear and branched substrates, similar 

conversion rates were observed. 

To prove the effect of the alcoxyl group during the aminolysis, several lactic aeid 

esters were reaeted with n-butyl amine as nueleophile. The biocatalyzed reaetion was fast in 

all cases (eonveesions ovee 80% in 6 h). eegardless tbe aleoxyl group (-OMe. -OEt. -O-i-butyl, 

-O-benzyl), and tbe 2-hydroxy estee absolute configuration. Although, tbe eeaetion was not 

enantioselective (except to methyl mandelate) according our results by the analysis of the 

corresponding Mosher's derivatives by RMN_ 19F and RMN-1H spectra, and HPLC and CG

MS quiral techniques. These results are in sharp contrast with the high enantioseleetivity 

eeported foe 3-hydeoxy estees widely reported by Gotoe el al. Apparently, tbe peoximity of the 

hydroxyl group to the reactive site has an important efreet on the stereoselectivity of the 

aminolysis. 

The aminolysis of methyl matate and methyl ¡taconate (two 2-hydroxy diesters) was 

regioseleetive toward the ester group at position 1, but modestly enantioselective too. 



Resúmen 

In order to prove the enzyme selectivity with respect to the nucleophile, several amines 

were tested with n-butyllactate and ethyl 2-hydroxy caproate like acyl donors. CAL accepls a 

variety of amines as substrates, however, with a-methyl benzylamine and sec-butylamine, the 

reactions were slower than with the other amines (n-butyl and n-pentyl). probably due to steric 

hindrance. The biocatalytic process with 3-amino-l-propanol was chemoselective toward thc 

amino group, but it reacted slower than with the other amines, maybe because of decrease in 

nucleophilicity ofthe amino group in this compoWld. 

Finally, we tested the catalytic activity of other hydrolases for the aminolysis of the 2-

hydroxy esters; lipases from Pseudomonas cepacia, Candida cylindraceae, and Rhizomocur 

miehei, and the proteases Subtilisin Carlsberg, Bacil/us lichueniformis y Bacillus 

alcalophyllus; however, CAL gave better results for conversion of 2-hyelroxy esters to the 

amides. 

In conclusion, this research describes a biocatalytic method to prepare 2-hydroxy 

amides from their esters under mild conditions. Although the lipase from Candida antarclica 

was able to accept a wide range of 2-hydroxy esters and amines as substrates, this 

biotransfonnation did not show enantioselectivity, probably because of the e1ectron 

withdrawing effect of the hydroxyl group in the 2-hydroxy esters. 
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Introducción 

1. EL CONCEPTO DE LA CATÁLISIS ENZlMÁTlCA y LAS 
BIOTRANSFORMACIONES 

El potencial químico y biotecnológico de los sistemas bioquímicos, ha sido reconocido 

por el hombre desde la antigüedad, siendo la producción fennentativa del alcohol (etílico) y 

del vinagre dos ejemplos clásicos. Una vasta cantidad de productos naturales biológicamente 

activos, como los fármacos, se producen y se modifican mediante transformaciones 

enzimáticas o a través de fermentaciones. I 

Los científicos que trabajan en la frontera entre la química y la biología, han usado 

transformaciones bioquímicas en sus investigaciones, aplicando enzimas y microorganismos 

para la solución de problemas mecanísticos y estereoquímicos o bien estudiando las reacciones 

químicas catalizadas por dichas enzimas y su posterior implementación a procesos 

biotecnológicos (Figura 11.1). 

PRODUCTOS: 

Fármacos 
Seblda. fermentadas 
Alimentos 
Productos de la químíca fina 
Tratamiento de re.íduos 

PROFESIONALES: 

BIOTRANSFORMACIONES 

Microbiólogos 
Bloquimico. 
Qulmlcos 
Técnicos en informática 
Ingenieros Quimicos 
Ingenieros Bioqulmícos 

INVESTIGACION 
SIOQUIMICA 

Mecanismo yestereoquímica 1:::) {d. l •• reaccione. enzimétlcas 

Blotransformacione. 

FIGURA 11.1. Las Biotransformacíones y su int e r~ ~ lación con otras disciplinas. 
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Es en este contexto en el cual reside el interés de presentar este trabajo, y en virtud de 

que uno de los desarrollos más significativos en el campo de la química orgánica sintética ha 

sido la aplicación de sistemas biológicos; sean enzimas, extractos celulares o microorganismos 

viables, a las reacciones químicas orgánicas.2 

Así entonces, las biotransfonnaciones Ó bioconversiones, son las reacciones químicas 

catalizadas por enzimas ó sistemas enzimáticos, que exhiben altos niveles de especificidad y 

selectividad quimio-, regio- y estereoquimica, y que tienen como ventajas, trabajar en 

condiciones suaves. y que son las siguientes: 3 

o Temperaturas moderadas 

o pH's cercanos a la neutralidad 

O Presión atmosférica, 

o Son procesos ambientalmente aceptables 

Las reacciones químicas catalizadas por enzimas son esencialmente las mismas que se 

llevan a cabo en la química orgánica convencional; es decir, las enzimas incrementan la 

velocidad de Wla reacción disminuyendo la Ea del estado de transición, del mismo modo como 

lo hacen los catalizadores comWles. La diferencia fundamental entre estos y aquellas reside en 

la especificidad de sustrato (por WlO sólo o WlOS cuantos sustratos), así como los niveles de 

selectividad (quimio-, regio- y estereo-) que se logra con las enzimas aisladas.4 

De este modo, es posible que la principal aportación de las enzimas a los procesos 

químicos, particularmente los orgánicos, sea su capacidad para ejercer diversos niveles de 

especificidad y selectividad que no se logra tan fácilmente en la química orgánica 

convencional, y que se divide como sigue:5 

o Quimioselectividad 

o Regioselectividad 

o Estereoselectividad (Enantio y Diastero) y selectividad Proquiral 

7 



Jntrcxlucción 

Con la concomitante contribución a la determinación de configuraciones relativas, yal 

desarrollo de metodología para la síntesis de compuestos enantioméricamente puros 

(productos naturales, fármacos drogas, saborizantes, fragancias, compuestos orgánicos de la 

química fina e industrial etc.).ó 

Para ilustrar esto. considérese el perfil energético (coordenada de reacción) de la 

esterificación de los enantiómeros del ácido láctico (1) (Figura 11.2), catalizada por la lipasa de 

Candida Cilindraceae (CCL), ahom lipasa de Candida rugosa (CRL), en la que se observa 

que el enantiómero "S" reacciona mas ~pidamente que el enantiómero "R", por acomodarse 

mejor en el sitio activo de la enzima, conduciendo a una disminución de la Ea del estado de 

transición de dicho isómero con respecto a su enantiómero "R", con una diferencia de energía 

libre de activación (MG) suficiente que se traduce en la mayor producción del éster de la 

configuración correspondiente.7 

E 
N 
E 
R 
G 
I 
A 

(R)-1 

"'lf"~~""'" 
ET,.s" •••• • ••••••••• 

ENANTIOMERO " 5" 

• 

CH, 
I 

.... c·", ......... HOOC • ~ 
ET"R" H 

(5)-1 

ENANTIOMERO " R" 

COORDENADA DE REACCION 
• 

FIGURA 11 2. La base de la enantio-diferenciad ón enú mática: Disminución dc la E. del 
L'5tado de transición en la reacción de esterificación del ácido láctico (±)-( 1), catalizada 
por In enzima CRL, en la que óóG corresponde a la diferencia de energia de activación 
abatida por una lipasa para el enantiómcro "S" respecto del enantiómcro uR" 

8 



Introducción 

Aunque como en el caso citado, un gran número de métodos se basan en el 

mejoramiento de los procesos clásicos de resolución cinética (reracemización, seguida de 

resolución repetida, resolución dinámica, estereoinversión), actualmente se tienen procesos 

más elegantes, en aras de obtener rendimientos químicos y excesos enantioméricos cercanos al 

100%, empleando procesos enantioconvergentes y secuencias de desracemización mediante 

reacciones de oxidación-reducción cíclicas.8 

2. ¿ENZIMAS EN DISOLVENTES ORGANICOS? 

Hace apenas unos cuantos años, había la creencia de que las enzimas solamente 

podrían tener actividad catalftica en soluciones acuosas. En verdad, se establece en los temas 

de bioquímica tradicional, que las enzimas trabajan en agua y que requieren de la misma para 

su actividad, y que los disolventes orgánicos, con pocas excepciones, sólo sirven para destruir 

la función enzimática.9•
10 Sin embargo, en 1966, Dastoli y Price observaron por primera vez, 

que algunas enzimas son activas en disolventes orgánicos. tl Esto fue afortunado, porque el 

agua, aunque es un disolvente ideal para las especies predominantemente polares requeridas 

para la vida (por ejemplo aminoácidos, ácidos nucleicos, carbohidratos, proteínas, cofactores y 

vitaminas hidrosolubles), es un disolvente muy pobre para casi todas las aplicaciones de la 

Industria química orgánica y farmacéutica que utilizan disolventes orgánicos principalmente. 12 

A principios de los 80's Alexander M. Klibanov,l3 reportó que además de las 

reacciones "naturales" de hidrólisis, algunas enzimas catalizan, en medios orgánicos "no 

naturales", otros procesos no "tan naturales" tales como: esterificación, intercambio de acilo y 

la transesterificación, lo que pennitió efectuar la preparación de ésteres y alcoholes 

ópticamente activos. En el trabajo pionero de Klibanov, se observó que la carboxilesterasa de 

hígado de perro, mostró una especificidad de sustrato nucleófilo limitada (sólo aceptó 

convenientemente a alcoholes primarios sin sustituyentes en los grupos metilenos adyascentes 

al grupo hidroxilo), l. CCL (como ya se dijo también llamada CRL), mostró una mayor 

especificidad de sustrato, pero igual estereoselectividad que la este rasa mencionada. 

Sorprendentemente, Klibanov mostró que algunas enzimas no sólo pueden funcionar en 
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disolventes orgánicos lipofilicos con un bajo contenido de agua. sino que además pueden 

exhibir nuevas propiedades cataliticas, al ser deshidratadas.'· 

De esta manera, se observó que la lipasa pancreática porcina (PPL) catalizó la 

transesterificación entre tributirina (2) y alcoholes primarios y secundarios (3) en un medio 

99% orgánico (Esquema ll.l ).Asimismo. lalipasa seca (0.015% de contenido de agna), en 

contraste a la enzima "húmeda" (con 0.8 % de contenido de agua), pennanece activa varias 

horas a 100°C, y más aún, exhibe una mayor pero diferente actividad catalitica a esa 

temperatura. En contraste a la enzima "húmeda" que tiene una amplia especificidad de 

sustrato, la enzima "seca" no acepta como sustratos nucleofilicos a alcoholes terciarios. 

E
O~ 
O~ 

O 

O~ 
O 

2 

+ R-OH 

l 

PPL 
• 

Ro. n.butil 
n·heptil 
n..cfecil 
n-hexadecil 
geraniol 
S{+)-2-octil 
R(-)-2-octil 

E
OH 

O~ 
O 

O~ 
O 

O 

+~OR 

ESQUEMA 11.1. Traosesterificación de tributirina (2) y alcoholes primarios y 
secundarios (3), catalizada po PPL en un disolvente orgánico. 

Más tarde Klibanov mostró que las lipasas CCL y PPL, catalizan varias reacciones en 

di solventes orgánicos casi anhidros, como esterificación y transesterificaci6n, las cuales tienen 

ventajas sobre los procesos de resoluci6n hidrolfticos. u Como resultado se tiene que se pueden 

producir alcoholes, ácidos y ésteres ópticamente activos, con las siguientes ventajas: primero, 

no hay la necesidad de convertir un alcohol 6 un ácido en el éster previo a la resolución 

enzimática, eliminando este paso sintético; segundo, la estabilidad de las enzimas es mayor en 
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disolventes orgánicos que en agua; y finalmente, no hay necesidad de inmovilizar a las 

enzimas para su reuso, porque son insolubles en ellos. 

En reswnen, cuando enzimas como las antes mencionadas se colocan en disolventes 

orgánicos adquieren nuevas propiedades, tales como mayor estabilidad, alteración de su 

especificidad por el sustrato y capacidad para catalizar nuevas reacciones, que en agua son 

imposibles por razones cinéticas o tennodinámicas. 16 Estos aspectos han sido estudiados de 

manera importante, porque además de su utilidad biotecnológica, pueden arrojar luz sobre 

aspectos poco comprendidos de las enzimas, como son la importancia de la dinámica proteica 

y la flexibilidad conformacional en la catálisis, el reconocimiento molecular o el papel del 

agua en la estabilidad y actividad enzimáticas. 

La mayor parte de los estudios se han hecho con enzimas liofilizadas, lo cual afecta 

tanto a la estructura de la enzima como a su dinámica. Los datos de FT_IRI7 y RMN en estado 

sólido lB indican que la proteína sufre una desnaturalización parcial, con los cambio!; en su 

estructura secundaria y terciaria, si bien el cambio estructural no es demasiado grande. 

Resonancia Magnética Paraelectrónica l9 (EPR) y RMN en estado sólido,2o han mostrado que 

el entorno del sitio activo es similar al de la proteína nativa. La suspensión de los liofilizados 

en disolventes orgánicos parece no provocar cambios adicionales en su estructura. En cuanto a 

la dinámica proteica, se ha comprobado en numerosas ocasiones que las proteínas cristalinas o 

liofilizadas, son menos flexibles en disolventes orgánicos que disueltas en agua. 19. 16. 21 

2.1. Papel del agua en la estructura y actividad de 188 enzimas en disolventes orgánicos 

Se ha comprobado que para que la enzima sea activa en un medio anhidro, es necesario 

que retenga cierta cantidad mínima de agua, llamada agua esencial, la cual mantiene la 

conformación de la enzima mediante numerosas interacciones no covalentes en las que las 

moléculas de agua participan activamente. Esta agua esencial es menos de Wla monocapa, de 
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modo que parte de la superficie de la enzima está en contacto directo con el disolvente.22 

Además actúa como un lubricante molecular, de modo que cuando hay muy pocas moléculas 

de agua la enzima se encuentra muy rígida, y se hace más flexible a medida que hay mas agua 

disponible. 

La estabilidad de las enzimas en disolventes orgánicos también está relacionada con la 

cantidad de agua unida a ellas. Asi, la a-quimiotripsina retiene toda su actividad tras seis 

meses en octano a 20°C, y la PPL es activa a 100°C. siempre que la cantidad de agua sea 

menor a 0.3%. Esto se debe a que en medio anhidro la enzima se encuentra muy rígida y 

carece de la movilidad cbnformacional necesaria para sufrir la desnaturalización.23 

2.2. Papel del disolvente en la catálisis enzimática. 

Se han llevado a cabo estudios cinéticos de reacciones enzimáticas en disolventes 

orgánicos, observándose cambios notables en VIIICÚ' Kco¡, KM. (Vea/KM) Y en su selectividad al 

comparar la actividad enzimática en diferentes disolventes. Normalmente se buscan 

correlaciones con propiedades del disolvente, como el coeficiente de reparto (expresado como 

el log P), la polarizabilidad o la viscosidad. Lo que no está claro e:; si dichos cambios se 

producen por una modificación de las propiedades de la enzima en sí, ó si se deben a procesos 

fisico-químicos simples. 

Los posibles efectos del disolvente orgánico son tres: la interacción de moléculas 

individuales con la enzima, la interacción por contacto entre la enzima y la fase orgánica o la 

competencia con la enzima por el agua. Se ha comprobado que la principal influencia del 

disolvente orgánico no es por su interacción directa con la enzima, sino por su capacidad de 

competir con ella por las moléculas de agua disponibles en el medio. Así, para la ex

quimotripsina en distintos disolventes orgánicos anhidros, la actividad es mayor cuanto más 

hidrofóbico es el disolvente.2• Además, cuando se añade agua, siempre por debajo del límite 
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de solubilidad, la actividad de algunas enzimas aumenta. Para alcanzar la actividad catalítica 

óptima se requiere más agua en disolventes hidrofilicos que en hidrofóbicos.19 Esto se 

interpreta como que los disolventes hidrofllicos tienen más capacidad para disolver agua, de 

modo que dejan a la enzima con una cantidad muy pequeBa, sólo la que está más fuertemente 

unida.2~ Al tener poca agua, la enzima está más rígida y es más estable, pero menos activa. 

Para que la enzima alcance el mismo nivel de hidratación en disolventes hidrotHicos que en 

hidrofóbicos, el sistema debe contener mayor cantidad de agua. Lo importante es, pues, la 

cantidad de agua unida a la enzima. y no la cantidad total de agua en el medio. Expresando la 

cantidad de agua en términos de actividad termodinámica, las diferencias entre disolventes son 

menores. 

Se ha comentado en el apartado anterior que la velocidad en medio orgánico es varios 

órdenes de magnitud menor que la misma en agua. Además, se ha comprobado que la relación 

V"IK" decrece al aumentar la hidrofobicidad del sustrato 6 del disolvente (/og P).")' El 

estudio detallado de este efecto indica que una vez que el sustrato se une a la enzima, la 

maquinaria catalítica en un disolvente orgánico es tan eficaz como en agua (lO) veces), es 

decir, que la desolvatación del sustrato para unirse a la enzima es más desfavorable. Es pues, 

una cuestión de distribución del sustrato entre la enzima y el disolvente. 

El efecto de la diferente solvatación de los sustratos se corrige trabajando con sus 

actividades termodinámicas.27 Cuando se hacen estas correcciones, todavía queda cierta 

diferencia de velocidad entre disolventes, que se puede atribuir a su auténtica influencia sobre 

la enzima ó sobre la reacción catalizada.28 

Los dos fenómenos anteriores, competencia del disolvente por el agua esencial y 

diferente solvatación de los sustratos, son consecuencia de procesos fisicoqulmicos 

relativamente fáciles de estudiar. Pero el resultado de la interacción directa entre enzima y 

disolventes es bastante más complejo de entender por la variedad de mecanismos posibles y 

porque no hay técnicas adecuadas para ver la interacción de moléculas pequeñas con enzimas 
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en estado sólido. Se han sugerido algunos posibles efectos directos del disolvente sobre la 

acción de la enzima: 

o Que el sustrato unido a la enzima no esté totalmente encerrado, sino parcialmente 

expuesto al disolvente, de modo que su solvatación afecte al estado de transición. Por 

ejemplo, en la acil-subtilisina un tercio del sustrato está expuesto.29 

o Interacción directa del disolvente con la superficie de la enzima, afectando a su 

estructura, ó incluso la pene/ración de moléculas de disolvente en el interior de la 

proteína. 

o Variación de la polaridad local en el sitio activo, que afecta a la estabilidad de las 

cargas en el estado de transición. 

O Competencia de los disolventes con el sustrato para unirse al sitio activo o, dicho de 

otro modo, que el sustrato deba desplazar moléculas de disolvente antes de adherirse 

al sitio de unión. 30,) I 

3. VENTAJAS POTENCIALES DE EMPLEAR ENZIMAS EN DISOLVENTES 
ORGÁNICOS 

Aunque la influencia del disolvente orgánico en la estructura y actividad de las 

enzimas en medio anhidro aún no se entiende del todo, su capacidad de ser activas en estos 

medios aporta numerosas ventajas para su aplicación en síntesis. y de ahí su gran utilidad 

biotecnológica. Entre las ventajas de emplear medios orgánicos se pueden destacar que es 

posible emplear sustratos insolubles en medio acuoso y nucleófilos distintos del agua, al 

mismo tiempo que se simplifican considerablemente las tareas de recuperación del catalizador 

mediante filtración de los productos. También se minimiza la inhibición de la enzima al 

quedar el producto y el sustrato retenidos mayoritariamente en la fase orgánica. Asimismo, en 

un medio orgánico aumenta la estabilidad de las enzimas frente a la desnaturalización, de 

modo que es posible variar la temperatura dentro de un margen bastante amplio (desde 

temperaturas menores de O°C hasta 100°C, en algunos casos). A continuación se resumen las 

ventajas ofrecidas por enzimas en medios no acuosos. 
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a La gran mayoría de los compuestos orgánicos son poco polares, y su solubilidad en 

dichos disolventes, se ve incrementada con respecto a un medio acuoso. 

o Se puede tener un desplazamiento del equilibrio termodinámico, a favor de las 

reacciones de síntesis sobre las de hidrólisis. 

o La supresión de reacciones laterales indeseadas debidas al agua, al utilizar disolventes 

orgánicos anhidros. 

o Las enzimas se pueden recuperar fácilmente por filtración, y los productos se pueden 

separar de los disolventes de bajo punto de ebullición, mediante una simple 

destilación. 

a Se reporta un incremento de la estabilidad térmica de las enzimas en disolventes 

orgánicos. 

O Es posible, regular e incluso invertir, la quimio-, regio- y estereoselectividad de una 

enzima, cuando se le coloca en disolventes orgánicos de diferente naturaleza 

(polaridad, hidrofobicidad). 

O La posibilidad potencial de usar las enzimas, directamente en nuevos procesos 

quimicos o en la optimización de los ya e:cistentes.3Z 

Posterionnente a sus trabajos iniciales, IGibanov encontró, que además de las 

reacciones de transesterificación, la PPL cataliza reacciones de esterificación, aminólisis, 

tiotransesterificación, intercambio de acilo y oxim6lisis en disolventes, como hexano, acetona, 

THF, éter etílico, piridina y tolueno.ll 

3.1. Tipos de reacciones factibles en medios no acuosos 

En estos tipos de reacciones catalizadas por el grupo de las hidrolasas, se consideran las 

siguientes enzimas: las proteinasas a-quimiotripsina, tripsina y subtilisina, esterasas como la 

PLE, lipasas como las microbianas PsL, CCL (CRL), PFL, GCL, de Aspergillus sp, ANL, 

RML Y CAL, la cual cataliza todas las reacciones anteriores, y como las acilasas. por ejemplo 

la de hfgado de cerdo.l4, lS 

15 



Introducción 

Generalizando, tenemos el nuevo campo de la enzimologfa no acuosa. en el que lipasas y otras 

hidrolasas, actúan como catalizadores y, bajo estas condiciones catalizan procesos no factibles 

en agua, tales como las indicadas a continuación: 

a R-OH; Esteriflcaci6n, Transesteriflcación, Laclonización 

a H101; Peroxidación 

a R-SH; Tiotransesterijicación 

a NHJ; Amonólisis 

a R-NH1; Aminólisis 

a R-NH-NH1; Hidrazinólisis 

o R (R JC~N-O H ; Oximólisis 

o R-CH(COOH)-NH,; Síntesis de péptidos 

4. INVERSIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DEL SUSTRATO DE ENZIMAS EN 
DISOLVENTES ORGÁNICOS CON RESPECTO AL AGUA 

De los primeros hallazgos por Klibanov el 01.(1986), respecto al uso de las enzimas en 

disolventes orgánicos, se encontró que la especificidad de la enzima se podía modificar, de 

acuerdo con los siguientes criterios: 

o Primero, la fuerza impulsora del enlazamiento enzima-sustrato (para a-quimio 

tripsina) son las interacciones hidrofóbicas entre la cadena lateral alifótica del 

sustrato y el sitio activo de la enzima, y 

o Si las interacciones hidrofóbicas deben su existencia al agua como medio de reacción, 

entonces la enantiopreferencia en disolventes orgánicos puede ser diferente al no 

existir dicho enlace hidrofóbico. 

Para validar esta hipótesis, se probó la especificidad de sustrato de a-quimiotripsina y 

subtil isina en las reacciones de hidrólisis en agua y transesterificación en octano de los ésteres 

metílicos de fenilalanina (4). histidina (5) y serina (6) N-acetilados (Tabla 11.1). En la reacción 
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natural de hidrólisis de ambas enzimas. de acuerdo con las premisas a) y b) arriba 

mencionadas, el efecto hidrofóbico es el factor por el cual los valores de lea/km decrecen en el 

orden (4) > (5) > (6), del más al menos hidrofóbico. Así por ejemplo, (4) el más hidrofóbico y 

el sustrato por excelencia para quimiotripsina; en la hidrólisis es mucho más reactivo que el 

sustrato (6) por una magnitud de 5xIO' (Tabla 11.1, primera columna) y más reactivo que (5) 

por una magnitud de 2 (Tabla 11.1, primera columna). 

TABLA n.l. Efecto de la modificación en la especificidad de sustrato de 0.

quimiotripsina y subtilisina en las reacciones de hidrólisis en agua y transesterificación 
en octano de ésteres de a-aminoácidos N-protegidos 

ku./k,.¡},M"I,1 

SUSTRATO Quimiotripsina Subtilisina 

Hidrólisis TraDsesterificación Hidrólisis Transesterificación 

vi°8 4xlO' 0.72 J.3xlO' 1.7 

,HNy 
o 

N:Y00E 
\.;<'I,HN y 2xlO' 15 5.5xIO' 3.1 

o 

M Et 

HNy 0.87 2.5 1.6 xlO' 4.5 

, o 

En la reacción de transesterificación en disolvente orgánico. se observó que no existe el 

enlace hidrof6bico, puesto que en este proceso (segunda columna de la tabla 2) el valor de 

~lItfkm es 3 veces mayor (más reactivo) para (6) (el sustrato menos hidrof6bico) y por 

consiguiente con menos demanda de este efecto en disolvente orgánico, que el más 
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hidrofóbico (4). Adicionalmente, el sustrato (5) cuya reactividad (y menor polaridad) es de 

0.5% la de (4) en agua, en octano, es más reactivo por un factor de 20. Datos cualitativos 

similares se obtuvieron con subtilisina y la PLE.36 Es decir, para las tres enzimas mencionadas 

arriba, ocurre una inversión de la especificidad de sustrato, al sustituir el agua por octano, 

como el medio de la reacción. Este fenómeno, parece ser general, en virtud de que el agua 

juega un papel importante y crítico en todos los tipos de interacciones enzima-sustrato, y por 

lo tanto, su reemplazo tiene un impacto determinante en la especificidad del sustrato por la 

enzima. 

El advenimiento de la aplicación de la metodología enzimática en disolventes 

orgánicos, encontró sus primeras aplicaciones en la acBación regioselectiva de grupos 

hidroxilo catalizada por diferentes lipasas; primero, en azúcares como (7) (Esquema n.2) y 

más tarde en esteroides.17. 31, 39 

HO 

R- COOH 

Lipasa 

OH 

7 8 

ESQUEMA 11.2. Ejemplo de una reacción de esterificación de un azúcar y 
un ácido carboxílico, catalizada por Jipasa en un disolvente orgánico. 

Posteriormente, Klibanov, estableció una extensión al nuevo "dogma". en el sentido de 

que si las enzimas sólo requieren unas decenas de moléculas de agua "esencial" para ejercer su 

actividad, entonces sustituyendo el resto de la misma no requerida por la enzima, por un 

disolvente orgánico, llevaría a las proteínas a una rigidez estructural en él, resultando en una 

alta barrera cinética que impide el despliegue desnaturalizante de la conformación nativa de 

las enzimas.16 De esta forma, Klibanov e/. al. ,36,40 prueban que las proteinasas subtilisina y a-
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quimiotripsina, actúan como catalizadores en disolventes orgánicos anhidros, siguiendo una 

cinética de Michaelis~Menten (como las lipasas), y cuyos valores de VmmlKm correlacionan 

aproximadamente con la hidrofobicidad del disolvente. Asimismo, las diferentes actividades 

catalíticas de las enzimas en diferentes disolventes orgánicos, se deben en parte, al "retiro" de 

"agua esencial", y su sustitución por los disolventes más hidrofllicos; y por otro lado a que 

cada disolvente debe afectar directamente (de un modo distinto) al proceso catalítico mismo. 

Las proteinasas mencionadas, no están asociadas con membranas biológicas in vivo, y 

su función fisiológica es hidrolizar a proteínas solubles. De aquí que estas enzimas representan 

a aquellas que tienen como habitat natural al medio acuoso (opuesto a las enzimas lipolíticas ó 

de membrana, que trabajan en la interfase y están acostumbradas al medio no acuoso). 

5. ESTRUCTURA, FUNCIÓN Y MECANISMO DE REACCIÓN DE LAS ENZIMAS 
EN DISOLVENTES ORGÁNICOS: UN ANÁLISIS DE HAMMET 

5.1. LAS UP ASAS 

Dentro del grupo de las hidrolasas, las lipasas son las más utilizadas para llevar a cabo 

transformaciones de compuestos orgánicos debido a la gran variedad disponible de ellas, a su 

costo relativamente bajo y a su flexibilidad para aceptar sustratos de muy diferentes 

estructuras. 

Las lipasas son triacilglicerolhidrolasas (Ee 3.1.1.3) y su función narural es la 

hidrólisis de triglicéridos. Se han caracterizado un gran número de ellas y se ha visto que 

presentan amplia variedad tanto en eficiencia como en especificidad.41 Se ha obtenido la 

estructura primaria de varias lipasas mediante secuenciación de sus aminoácidos o de sus 

ácidos nucleicos. Su tamaño varía entre los 270 y los 641 aminoácidos. Todas las estudiadas 

hasta el momento comparten secuencias homólogas, incluyendo la serina en el entorno del 
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sitio activo (Gly-Y -Ser-Z-Gly, donde Z e Y denotan residuos de aminoácidos que pueden 

variar). 

Se han determinado las estructuras de varias lipasas por rayos X. Sus estructuras 

tridimensionales son más parecidas entre sí de lo que podía esperarse por comparación de sus 

secuencias de aminoácidos. El patrón común de plegamiento hace que la disposición espacial 

de la maquinaria catalítica sea muy similar.42 Así. desde 1990 se publicó que la estructura 

terciaria de lipasas microbianas, como la de Rhizomocur miehei (RML) refinada en alta 

resolución, revelándose que la tríada catalítica de dichas enzimas es: serina-histidina

asparagina, similar a la tríada de las denominadas serino-proteinasas como a-quimiotripsina, 

tripsina y subtili sina. Esto implica que las proteinasas y las lipasas pueden compartjr un 

mismo ancestro en el punto evolucionario, por lo cual las lipasas pueden ser prácticamente 

aplicables a sustratos característicos de las proteinasas. y realizar las reacciones típicas de 

éstas. Actualmente es bien conocido el mecanismo por el cual actúan las enzimas hidrolíticas 

del tipo de las serino-hidrolasas en medio acuoso,4J.44,45 (tales como, PLE, PPL y CeL, a

quimiotripsina, tripsina y papaína que contiene a la cisteína homóloga de serina en la triada 

catalítica), y que se describe como sigue: En dichas enzimas, el centro activo esta conformado 

por serina, histidina, y ácido aspártico, y la serina es el portador del grupo hidroxilo 

nucleofilico, y los demás son los encargados de promover una catálisis ácido-base: En primer 

lugar, la enzima y el sustrato se asocian de manera no covalente para formar el complejo 

enzima-sustrato (9) (Esquema n.3, Figura 1l.3), seguido por el ataque del grupo hidroxilo de la 

serina sobre el carbonilo del sustrato, formándose un intermedio tetraédrico de alta energía 

(10), que se estabiliza por interacciones con el esqueleto proteico. Lo anterior lleva a la 

liberación del grupo saliente y a la formación del intermediario covalente ae il-enzima (11) . 

Este intermediario sufre el ataque del nucleófilo formando un nuevo intermediario tetraédrico 

(12), que elimina el grupo hidroxilo del aminoácido serina, para formar un complejo no 

covalente enzima-producto que finalmente se disocia en la enzima y el producto (13). 
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ESQUEMA JI.3. Formación del complejo ac::il~eDzima y su ataque por diversos 
nucleófilos diferentes al agua, en U.D medio orgánico 
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FIGURA 11.3. Mecanismo de reacción de ácidos y derivados por el cual actúan las 
enzimas hidroHticas del tipo de las serino-proteinasas en medio acuoso y orgánico 
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En medio orgánico se ha demostrado que el mecanismo catalítico de las lipasas es el 

mismo al descrito anteriormente, que es del tipo ping-pong, sin formación de complejos 

ternarios; este se ajusta a la cinética de Michaelis-Menten, indicando la formación del 

complejo aci l-enzima previo a las formaciones de enlace covalentes. Con la utilización de 

inhibidores específicos se ha comprobado que interviene el mismo conjunto de aminoácidos 

del sitio catalítico mencionados en el medio acuoso. 

Un análisis de Hammel reveló que las enzimas, no sólo pueden efectuar su función 

catalítica, sino que además, el mecanismo de reacción en un disolvente orgánico, transcurre 

esencialmente con la misma demanda estereoelectrónica respecto al conocido en medio 

acuoso, es decir, a través de la formación del complejo aci l-enzima. En un excelente trabajo, 

Kanerva y Klibanov,46 muestran que el mecanismo es general para las hidrolasas del tipo de 

las serino-proteinasas. La misma estructura del estado de transición se observa por un análisis 

de intercambio de deuterio.47 

Las principales diferencias de una reacción en medio orgánico, con la reacción en un 

medio acuoso son las siguientes: 

o En medio orgánico se trata de catálisis heterogénea y puede haber limitaciones 

difosionales que no existen en el agua (esto es importante desde el punto de vista 

práctico). El problema de la difusión externa se elimina fá,:ilmen te con agitación 

vigorosa, mientras que la difusión interna depende del tamaño y de la estructura de las 

partículas de enzima. 

o Las reacciones son varios órdenes de magnitud más lentas que en medio acuoso, 

aunque el número de moléculas activas de enzimas es del mismo orden que en agua. 40 

La hipótesis de K1ibanov de hace casi 15 años, respecto a la generalización de que "las 

enzimas pueden mostrar su actividad catalítica en disolventes orgánicos", ha venido a ser 

soportada por la abrumadora cantidad de trabajos al respecto, hasta nuestros días.48-SJ 
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6. JUSTIFICACIÓN DE LA ESTEREOSELECTIVIDAD DE LAS LIPASAS. 
ESTRUCTURAS DE ALGUNOS MODELOS PROPUESTOS: 

Normalmente se utilizan las enzimas sin tener una idea exacta de su estructura ni de 

sus interacciones con el sustrato. Para racionalizar y predecir los resultados de las reacciones 

se hu n propuesto diversas reglas o generalizaciones de su estereoselectividad. Se trata de 

reglas empíricas, deducidas a partir de los resultados obtenidos con un gran número de 

sustra tos de diferentes estructuras. Estas reglas se ba5<'Ul en el tamaño de los sustituyentes del 

estereocenlro del sustrato. También hay modelos más elaborados en los que se definen los 

huecos de determinado tamaño y polaridad en los que debe encajar e l sustrato, según c iel10s 

lineamientos. S4·S7 

Una de las reglas que más se ha estudiado ("Regla de Kazlauskas") es la que predice la 

cstereoquimica del enanti6mcro que reacciona más rápidamente en la ucilaci611 de alcoholes 

secundarios 6 en la hidróli sis de sus ésteres~ y se basa en que la enantioselectividad para estos 

alcoholes es baja cuando los sustituyentes del estereocentro son de tamaño similar y suele 

mejorar cuando aumenta la diferencia en su (amaño. La estereoquímica dd emmtiórncro 

favorecido se representa en la Figura 11 04, donde M representa un sustituyente mediano y G 
4' uno grdnde. -

FIGURA 11.4. Predicción esteroquírnica (regla de J(azlausl<:ls) del cnantiómero 
f:",orccido en la acilación cllzimática de alcoholes primarios y seeund:lrios 

Aunque la selectividad varia de unílS enzimas a otras. un gran número de lipasas y 

esterasas se ajustan a la misma regla (por ejemplo CRL. CAL-B, PSL, pelo PFL , PPL, RML. 
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lipasa de Arthrobacter sp., esterasa pancreática del colesterol, esterasa de Mucor; cultivos de 

Rhizopus nigricans y de Bacil/us Subtilus, variedad Níger). La idea generalmente aceptada es 

que es consecuencia del patrón estructural común que comparten las ¡ipasas. Sin embargo, esta 

similitud no hay que llevarla demasiado lejos porque no se ha podido desarrollar un modelo 

general equivalente para la selectividad de las lipasas hacia acilos quirates. 

Recientemente se ha detenninado el mecanismo por el que las lipasas distinguen los 

enantiómeros del alcoho1.42 Puesto que la enantioselectividad viene determinada por la 

diferente estabilización de los estados de transición producida por interacciones con la enzima, 

se analizó por difracción de rayos X el complejo de la CRL con el hexilfosfonato de mentilo. 

Este es un inhibidor quiral con un fósforo tetraédrico, que se supone análogo al estado de 

transición de la acBación (Figura 11.5). 

1R-mentol 1&mentol 

FIGURA n.s. Análisis del complejo de la CRL con el hexilfosfonato de rncntilo, un 
inhibidor quiral análogo del estado de transición de la acilación 

La CRL posee tres zonas para la unión del sustrato: 

D Un túnel largo e hidro/óbico para alojar la cadena del aeilo que se está hidrolizando. 

a Un pequeño hueco para alojar alox;anión, que se estabiliza por dos o tres e nlae e~' de 

hidrógeno con un NH del esqueleto protéico. 
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o Una cavidad de forma ovalada en la superficie hidrofóbica, en la que se sitúa el 

j;agmento del alcohol. Esta zona es relativamente flexible y se puede ajustar para 

acomode,r diferentes sustratos. 

La principal diferencia entre los enantiómeros de este inhibidor es su interacción con la 

"His" de la tríada catalítica (Figura n.5). Los anillos de cic1ohexano de los dos enantiómeros 

del mentol (Figura 11.6), se colocan de manera similar en el hueco hidrofóbico correspondiente 

(Tal como está dibujado en la Figura 1I.5, el hueco G está por encima del plano del papel y el 

hueco M está por debajo), lo que determina que sus sustituyentes O-tosfonatos e isopropilo 

apunten en direcciones diferentes. 

En el enantiómero favorecido (IR), el Nitrógeno de la "His" fonna un enlace de 

hidrógeno bifurcado con el oxigeno de la "Ser" catalítica y el oxígeno del mentol , de manera 

que aumenta la nuc1eofilia de la "Ser" y simultáneamente estabiliza el oxígeno del alcóxido 

saliente. 

En el enantiómero desfavorecido (1 S), la "His" no fonna enlace de hidrógeno con el 

oxígeno del mentol. La ausencia de este enlace de hidrógeno es por dos razones: 

o El peque110 cambio conformacional de la enzima necesario para que encaje el 

isopropilo del mentol hace que el anillo de imidazol de la "His" se gire unos 60°, 

quedando el oxígeno del mentol alejado de la histidina. 

o Debido a la configuración opuesta del estereocenlro, el ángulo de torsión Ser-O-P-O

Cy cambia, y el oxigeno del mentol (lS) se coloca más alejado de la " His" que el del 

estereocen/ro (1 R). 

Los autores proponen que la estabilización debida al puente de hidrógeno adicional 

entre el enantiómero (1 R) Y la enzima justifica la enantioselectividad. Este trabajo confirm a 

que la enantioselección no tiene lugar porque uno de los enantiómeros 110 se "acomoda" en el 
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hueco de unión, ya que se ve que ambos se unen a la enzima en la misma posición, sino que 

uno de los enantiómeros puede tener más interacciones estabilizantes en el estado de 

transición que el otro. 

Lo que nos dice la regla de Kazlauskas a la luz de estos resultados es que la unión del 

alcohol en el hueco hidrofóbico de la enzima viene determinada por la colocación de los 

sustituyentes M y G (Figura I1 .6) del estereocentro. 

MEDIANO GRANDE 

(lR.25,5R)-M .... tol 

FIGURA 11.6. Preferencia estereoqufmica en el sitio activo de 
la enzima CRL para uno de los enantiómeros del mentol 

7. LA LIPASA B DE Candil/ll alllare/iea 

La lipasa que mejores resultados ha dado en la reacción de aminólisis es la de Candida 

an/(lrclico. La compañía Novo Nordisk comercializa diferentes ¡ipasas inmovilizadas de dicho 

microorganismo, que se diferencian tanto en su estructura como en el soporte empleado. El 

presente trabajo se ha realizado con la variedad SP-435, que es la lipasa B inmovi lizada en 

propileno y que se suele denominar CAL-B ó simplemente CAL.58 

La inmovilización consiste en el atrapamiento de las moléculas de enzima en una fase 

permanente que pennite el intercambio de materia con la fase homogénea. Es un método muy 

utilizado por las ventajas que presenta, pues aumenta la estabilidad de la enzima, facilita su 
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recuperación mediante filtración, y se evita la presencia de los aditivos que siempre contienen 

los crudos liofilizados de enzimas. El hecho de que la CAL·B esté inmovilizada le confiere 

una destacada tennoestabilidad, de modo que a temperaturas relativamente altas, no sólo no se 

desnaturaliza sino que es más activa. Así, su actividad catalítica se conserva a 80°C para la 

reacción de aminólisis de ésteres en disolvente orgánico.59 

La CAL·B es una proteína de 30 KDa, muy selectiva con alcoholes secundarios. La 

estructura de rayos X de esta enzima presenta en su sitio activo dos canales casi paralelos que 

se extienden desde la "Ser" del sitio activo hacia la superficie. Están parcialmente separados 

por dos cadenas hidrofóbicas de "lIe" y en ellos se alojan los fragmentos del alcohol y del 

acilo de sus sustratos. 6O También se ha identificado un fragmento de hélice (l que posee cierta 

movilidad pero que no impide el acceso del disolvente al sitio activo, como sucede con otras 

lipasas. Esto, unido al hecho de que no se ha detectado activación interfacial mediante pruebas 

de tipo bioquímico, indica que esta lipasa es algo diferente de la mayoría de las conocidas, Lo 

que si tiene en común con las demás ¡ipasas es que en las estructuras de complejos enzima· 

inhibidor hay una superficie hidrofóbica totalmente accesible al disolvente en el entorno del 

sitio acti vo ,61,62 

Su enantioselectividad con alcoholes secundarios se just ifica de manera análoga a la 

explicada para la CRL (página 25), También la CAL·B posee un hueco hidrofóbico grande y 

otro mediano donde encajan los sustituyentes del estereocentro del alcohol. La simulación del 

estado de transición por dinámica molecular indica que el enantiómero favorecido "R" fonna 

con la enzima un enlace de hidrógeno más que el enantiómero "S", 

En un estudio real izado acerca de los tipos de procesos catalizados por la CAL-B, se 

encuentra que proceden, siguiendo el mismo mecanismo cinético similar al descrito para otras 

hidro lasas serinicas, a traves del intermediario acil-enzima, Por otro lado, en cuanto al efecto 

del di solvente orgánico en la catálisis, la enzima sigue los mismos patrones que la mayoría de 

las enzimas estudiadas: Aumento de la actividad en diso lventes hidrofóbicos,61.62 
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8. REGLAS, CRITERIOS Y SUGERENCIAS PARA LA OPTIMIZACIÓN DE 
PROCESOS BIOCATALITlCOS EN DISOLVENTES ORGÁNICOS 

Como resultado de los estudios iniciales por Klibanov et al., y otros investigadores, no 

cabe duda de que las enzimas pueden funcionar como catalizadores efectivos en solventes 

orgánicos, siguiendo algunas reglas básicas, por ejemplo:J6 

a Selección del disolvente apropiado: es mejor un solvente hidrofóbico, que uno polar, 

el cual puede retirar la capa esencial de agua de la enzima (no obstante, mas 

recientemente, se han venido usando disolventes polares, incluso DMF y DMSO como 

codisolventes que activan la actividad enzimática). 63 

a Es mas eficiente una enzima liofilizada, recuperada de una solución acuosa de pH 

igual al pH donde la enzima muestra su máxima actividad enzimática. 

a La eliminación de limitaciones difusionales (las enzimas son insolubles en disolventes 

or g ánico~) , se logra mediante un agitación vigorosa y una fina dispersion del polvo 

enzimático en el disolvente orgánico. 

9. INGENIERÍA DEL DISOLVENTE: CONTROL DE LA ENANTlOSELECTIVIDAD 
DE LA ENZIMA POR EL MEDIO DE LA REACCIÓN 

La generalidad del fenómeno de variación de la enantioselectividad para vanas 

enzimas,64'68 al cambiar de agua a un disolvente orgánico, permite un control racional de la 

enantioselectividad, al sustituir el medio de reacción y no la enzima, como por ejemplo, la 

utilizacion de D~arninoácidos y derivados en procesos imposibles de realizar en agua.69 

Para observar la enantioselectividad de diferentes enzimas en varios disolventes, se 

estudiaron las reacciones, a) de hidrólisis, en agua, y b) transesterificación, en propano!, 

utilizando como sustratos los 2~c l oro e til ésteres de L- y D~Aminoácido s N-acetilados 

(l4a,b)(Esquema HA). Ambos procesos siguieron la cinética de Micha e li s ~Menten y del 

análisis cinético correspondiente, se determinaron las constantes de especificidad, 
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(k,.!(km)J (k"J(km)o, que reflejan la enantioselectividad de la enzima. La hidrólisis de N-Ae

Ala-Oe! (14a) en agua, eatalizada por subtilisina Carlsberg produjo (k~J(km)J(k,,, !(km)o ~ 

1.800 (1' linea de la Tabla 11.2). Para todos los disolventes probados, el factor de 

enantioselectividad fue de I a 2 ordenes de magnitud mas bajo. Como puede verse en la tabla 

2, la elastasa, proteasa a-litica, subtilisina BPN', a-quirniotripsina, y tripsina. exhiben 

selectividad enantiomérica en agua, pero no en un disolvente orgánico. Así, mientras que en 

medio acuoso (k"J(km)J(k,.. !(km)o es del orden de 10'-10', en éter I-butilieo no sobrepasa de 

un orden de magnitud. Asimismo. también hay una correlación entre la diferencia de energía 

libre de activación (MG' ~-RT In [(k,,J(km)J(k,., !(km)o]), para la transesterificaeión 

catalizada por subtilisina de L- y D- enantiómeros de N-Ae-Ala-OEt-Cl (14a) en 13 diferentes 

disolventes orgánicos y el logaritmo del coeficiente de partición del disolvente en 

octanoVagua.70 

14., R=Me 
14b, R=fenilo 

HO ~ 

Upasa 

2S'C 

1S.,b 

ESQUEMA 11.4. Reacción de transestcrificación de ésteres 2-c1oroetílicos de L- y D
aminoésteres N-acctilados con propanol 

Para la interpretación de este fenómeno, se supone que si el enantiómero-D se enlaza al 

centro activo de la proteinasa, del mismo modo como lo hace el sustrato natural L

aminoácido-N-acilado. entonces el enlace que se rompe en la reacción no podria "encarar" al 

OH- de la "Ser" nucleofilica de la enzima, de modo que la ruptura nunca podría ocurrir de esta 

manera. Así, para que el isómero "D" sea reactivo con la enzima, debe enlazarse a ella 

"incorrectamente". y esta interacción enlazante liberará menos moléculas de agua del sitio 

activo hidrofóbico que su contraparte, el enantiómero L. Por lo tanto, la reactividad del 
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enantiómero L debería reducirse en cierta extensión, y en consecuencia la enantioselectividad 

de la enzima deberá disminuir, conforme se incremente la hidrofobicidad del disolvente. El 

modelo teórico de Klibanov supone que la diferencia de enantioselecrividad de la enzima entre 

agua y un disolvente orgánico debería ser mayor para un sustrato con una cadena lateral 

voluminosa, lo cual se observa para subtilisina Carlsberg en éter butílico anhidro, al comparar 

(k""/(km)ú(k""/(!c",)D en la reacción hidrolftica, comparada a la transesterificación para los 2-

cloroetilésteres-N-.cetilados de "Ala" (14a) y "Phe" (14b) (primeras dos lineas de la Tabla 

11.2). Se observa selectividad enantiomérica en agua, por varios órdenes de magnitud, pero no 

así en el disolvente orgánico, a pesar de la naturaleza del sustrato. Otras cinco serin

proteinasas, que aparecen en ]a Tabla n.2, prueban la generalidad de estas observaciones. 

TABLA 11.2. Relación de enantioselectividades de diferentes enzimas para 
las reacciones de: a) hidrólisis en agua, y b) transesterificación en 
propanol, utilizando como sustratos 2-cloroetil ésteres de L- y 1)
aminoésteres N-acetilados 

(k",/(k.)¡}(k,,, I(km)o 
ENZIMA SUSTRATO 

Agua Éter butílico 

Subtilisina Carlsberg N-Ac-Ala-OEt-CI (14a) 1800 4.4 
Subti lisina Carlsberg N-Ac-Phe-OEt-CI (l4b) 15000 5.4 
Elastasa N-Ac-Ala-OEt-CI (14a) >1000 4.5 
Proteasa a-Jitica N-Ac-Ala-OEt-CI (14a) >10000 8.3 
Subtilisina BPN' N-Ac-Phe-OEt-CI (14b) >16000 7.3 
a-quimiotripsina N-Ac-Ala-OEt-CI (14.) 710 3.2 
Tripsina N-Ac-Phe-OEt-CI (14b) >4000 3.2 

En conclusión, una alternativa para encontrar una modificación de la 

enantioselectividad de la enzima, sin modificarla. consiste en cambiar el medio de la reacción, 

esto es lo que se conoce como Ingeniería del disolvente. 
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1. ESTUDIOS INICIALES EN LA AMINÓLlSIS ENZlMÁTlCA DE ÉSTERES Y 
DERIVADOS EN DISOLVENTES ORGÁNICOS 

Aunque la conversión química directa de ésteres en amidas es una operación sintética 

útil, se requieren condiciones drásticas de reacción, tales como altas temperaturas, tiempos de 

reacción prolongados, o álcalis como catalizadores, las cuales no son compatibles con la 

funcional idad de algunos de los productos de interés. 

Cada vez es mayor el interés de los químicos orgánicos en el uso de las enzimas en la 

preparación de compuestos ópticamente activos .de máxima importancia para la sintesis de 

fármacos, agroquimicos ó productos químicos finos, todos ellos en fonna enantioméricamente 

pura. Es conocido el hecho de que las enzimas pueden "trabajar" no sólo en su ambiente 

natural sino también en disolventes orgánicos, donde pueden realizar reacciones díficiles ó 

incluso imposibles de efectuar en agua, y así se ofrecen nuevas posibilidades al químico 

orgánico sintético. En esta metodología, "enzimologia en medios no acuosos", han venido 

surgiendo nuevas reacciones orgánicas catal izadas por las enzimas hidro líticas, tales como 

lactonización, oximólisis, amidación y transamidación. Asimismo, con dichas enzimas se 

pueden efectuar resoluciones cinéticas de ácidos, ami nas y derivados de ambos. El desarrollo 

de esta metodología es aplicable a la síntesis de amidas y compuestos relacionados, mediante 

las reacciones de condensación correspondientes, a partir de ésteres racémicos y aminas 

racémicas, lo cual resulta ser una alternativa interesante a los métodos convencionales, dada la 

importancia del enlace amido que se encuentra presente en un gran número de compuestos de 

interés biológico. A la fecha existe un buen número de trabajos publicados al respecto, aunque 

el número de revisiones es mínimo. Fue .el mismo Klibanov quien predijo la posibi lidad de que 

las lipasas pudieran catalizar la formación de un enlace amido, y quién primero reportó la 

aplicación de esta reacción de amidación entre n-butirato de metilo y n-butilamina,JJ y en la 

síntesis de péptidos;'I .72 pero la utilidad de éstas enzimas en la preparación de amidas quirales, 

y la resolución de aminas y ésteres quirales fue primeramente demostrada por Gotor y su 

grupo.U.74 
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En un trabajo pionero en el campo de las reacciones de amin6lisis. Gotor el a/.7S 

reportaron la acilación enantioselectiva de (±)- I-amino-2-propanol ( 16) con PPL y acetato de 

elilo (como agente acilante), par. dar la amida (R)-1 7, en más del 95% de e.e. (Esquema HI.I) . 

Con CCL, los rendimientos fueron más bajos. 

o PPL 
)CNH 2 + )<"'NH AC 

)lOEt 

• 
yNH 2 + 25 ' C H OH HO" H 

OH 20 h. 

(%)-16 
acetat o de etilo (S)-16 (R)- 17 

ESQUEMA 111.1. Acilación enantioselectiva de l-amino-2-propanol con 
PPL y acetato de etilo como agente acUante y disolvente 

2. RESOLUCION DE AMINAS 

Las aminas quirales constituyen Wla clase importante de compuestos orgánicos debido 

a su utilidad como materias primas para la preparación de compuestos farmacéuticos 

importantes y de interés para la industria en general. 76 

Se han utili zado enzImas proteolíticas para la resolución cinética de aminas. Sin 

embargo, las lipasas presentan varias ventajas, por ejemplo; poseen muy baja actividad 

amidasa. Así, Klibanov el al. habían probado lipasas en la aminólisis de ésteres activados, en 

diso lventes orgánicos, tales como: CRL. PPL, PsL, la lipasa de Candida sp 382), así como la 

lipasa obtenida del polvo acetónico de hígado de caballo. Esta última fue la más eficiente en la 

condensación de butirato de etilo y n-hexilamina, usando como disolvente un exceso de l éster 

(con heptano como disolvente, la reacción fue más lenta).77 

Por otro lado en un intento de encontrar un biocatalizador eficiente para la resolución 

de aminas racémicas, Klibanov el al., investigaron la proteinasa subtilisina Carlsberg y las 
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lipasas CCl, PsL PPL, de Mucor sp. y CVL en la reacción de butirato de 2,2,2-trifluoroetilo 

como el reactivo acilante y los enantiómeros de a-metil bencilamina ((±)-18, R=fenilo), y n

octano como disolvente, que sin embargo no dió los resultados esperados. Con base en los 

estudios iniciales realizados por el mismo grupo,77 en relación a la influencia del disolvente 

orgánico como un factor importante que afecta la enantioselectividad de estos procesos, se 

probaron varios disolventes para la reacción anterior, utilizando subtili sina como catalizador y 

observándose la marcada preferente enantioselectividad de esta enzima. De los diferentes 

disolventes probados, los mejores resultados se obtuvieron con 3-metil-3-pentanol (Esquema 

111.2). La enzima exhibió una gran selectividad hacia el isómero "S" de la amina (18), 

obteniéndose las amidas (S)-19 y las aminas (R)-18, con altos e.e. 's. 

H 
Sub,i li,i •• H,CyN~ H,CyNH, ====-- '-'/. 11 + , ", 

H R O R H 
3-m eti l-3-pentanol 

(5)- 19 (R)-18 

R "" Grupo alifático 6 aromático 

ESQUEMA 111.2. Enantioselectividad de la enzima subtilisina hacia el isómero "S" 
de la amina, en la obtención de amidas liS" 

Es muy importante tener presente el agente acilante para la resolución de las aminas, 

porque con respecto a los alcoholes, son más reactivas que estos con algunos agentes acilantes 

como los ésteres de enol, con los cuales reaccionan exotérmicamente aún en ausencia de la 

enzima. En estos casos es conveniente usar condiciones controladas cuidadosamente, como se 

muestra en la resolución de Gutman el a/. ,79 ó bien utilizando ésteres no activados, incluso 

como disolvente de la reacción como se describe en el Esquema IIL3 . En este ejemplo las 

aminas (20) (ejemplo n-butilamina y n-hexi lamina) reaccionaron cuantitativamente en 1 hora 

con butirato de eti lo (21) con la lipasa de Candida sp 382. a 40°C, para producir las amidas 

correspondientes (22).71 Sin embargo, en ambos casos, se pueden tener reacciones más lentas 

si se utiliza un disolvente orgánico. 
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o Psl o 
~OEt + H,N-R -4-0-.-C-_· ~ N ---R + HO-Et 

2\ 20 
20h . H 

22 

R= n-butilo, n-hexilo 

ESQUEMA IlI.3. Amin6lisis de ésteres no activados con aminas catalizada 
por P,L 

Gutman el al,79 desarrollaron un proceso enzimático para la resolución continua de 1-

(R)-aminoindano (23), un intennediario importante en la ,intesis de fánnacos y l-(R)-(l

naftil) etilamina (26), un agente de resolución en química fina. El proceso consiste en la 

aminólisis estereoselectiva catalizada por subtilisina de las aminas primarias mencionadas, 

utilizando un agente acilante activado (butírato de 2.2.2-trifluoroetilo (24», y como 

disolvente. 3-metil-3-pentanol, que resultó ser el más adecuado para la supresión del proceso 

no enzimático (Esquema ITI.4). 

NI - I ~ 

(:l:r23 

(:1:)-26 

~OC H C F 
24 2) 

Subtilisina 
3-mclil-3-penlanoJ. 

0:. 
~ ' H 

H,N 

(R)-23 

cx'" '" . 
¿ ¿ 

"" H 
NH2 

(R}-26 

(Y\ o 
~N~ 

H 
($).25 

ESQUEMA 111.4. Resolución cnzimática de aminas catalizada por subtilisina 
soportada en un biorreactor de columna, en un medio orglinico 
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En este caso, la reacción no enzimática entre las aminas y el éster activado se minimizó 

mediante la selección apropiada de la concentración de los sustratos, del disolvente y 

minimizando el tiempo de contacto entre los sustratos, para lo cual se utilizó una columna de 

soporte de vidrio para la enzima, en un biorreactor de columna requerido para el fluj o 

continuo. 

Reetz el al., han reportado que la CAL es un catalizador muy efectivo en la acetilaci6n 

enantioselectiva de aminas quirales (±)-18, utilizando acetato de etilo (un éster no activado) 

como el agente acilante (Esquema nI.5), con lo cual la reso lución cinética procede con 

enantioselectividades del orden del 90 al 980/0 de e.e .. so 

o CAL H 
H3C'rNH2 + 

)lo/'.... 
¡·Pr20 

H,CXNy H,CXNH , • + 
30°C " 

R R H O H R 

(± )-18 Acetato de eti lo (R)-28 (5)-18 

R %e.e. % Convers ión 
fe nilo 97.6 25 
fenilo 96.0 43 
l ·nafti lo 90.0 20 
propi l 98.0 34 
propi l 98.0 44 

ESQUEMA llI .S. Resolución cinética altamente cnantioselectiva de aminas 
con acetato de etilo y CAL en disolvente orgánico 

En este trabajo, la configuración absoluta de la amida (28) obtenida es "R", y otras 

enzimas como CeL, PsL, de Rhizomucor sp., PPL y CVL son menos efic ientes (no más del 

20% de e.e.). Más tarde el mismo grupo reporta la resolución cinética dinámica, mediante la 

racemización de la (S)·amina (18) catalizada con paladio, que no afecta al proceso enzimático. 

awnentando sustancialmente el rendimiento qu[mico hasta un 64% y conservando un alto 

exceso enantiomérico (99% de e.e.).BI Este grupo también ha descrito la resolución c inética de 

2-pentil amina con PaL via la N-acetilación, y el proceso ha sido extendido a otras aminas. En 
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esta reacción las aminas que poseen un grupo voluminoso como el ciclohexilo ó fenilo, se 

aci lan muy eficientemente con alto e.e .. 

Otras enzimas además de CAL, han sido investigadas en la resolución de aminas con 

ésteres no activados, como por ejemplo, CCl, PCL y Subtil isina, pero CAL, es la que cataliza 

estos procesos mas eficientemente. Por ejemplo, los p-arilpropionatos de metilo (29), se 

condensan con aminas racémicas (±)-30, en éter diisopropílico, con buen porcentaje de 

conversión y alto e.e. (por ejemplo para Ar= R= fenilo, el rendimiento es 84% y un e.e.>95%, 

en 10 horas) (Esquema 1II.6), con una alta enantioselectividad hacia la amida (R)-3l; y en 

contraste a la selectividad mostrada por subtilisina para la reacción de am.inas racémicas con 

butirato de 2,2,2-tritluoroetilo.82 

o 

Ar~OCHJ+ 
29 

R 

.--l. 
H,N eH, 

(± )-30 

• 

Ar= Fenilo, R= Fenilo: 84% Rendimien to, 95% e.e.; 10 h. 
Ar = 2-furilo, R= Fenilo: 83 % Rendimiento, 95% e.e.; 8 h . 

ESQUEMA 111.6. Resolución de amiDas con ésteres no activados y CAL 
como catalizador en disolvente orgánico 

Similarmente, se reporta la resolución de aminas racémicas como (±)-32 utili zando 

metoxiacetato de etilo (33) como agente acilante, en presencia de una lipasa de Burkholderia 

plan/arii como biocatalizador.8J lo inte~e san te de esta reacción de acilación son los excelentes 

rendimientos y la alta selectividad mostrada en las (R)-amidas como (34) (representadas en el 

Esquema IlI .7 por a-feniletilarnina), aún con pequeñas cantidades de enzima (como un 

preparado enzimático crudo). El grupo a -metoxilo favorece la reacción, pero el sustituyente en 

la posición a, el cloro, conduce a reacciones laterales de sustitución. Por otro lado, la 

purificación de la enzima disminuye sustancialmente la velocidad de la reacción. Finalmente, 
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se concluye en este estudio que la reacción de aminólisis es más rápida y selectiva con a

metoxiésteres que con otros ésteres, 
o 

~ 
Lipasa de 

~ 
H ~~O ..... 

O Burkholderia , 
00 + 

planttJTi + cr /' OCH} 
• 

MTBE 

JJ (:*: }-32 JJ{S) J4{R) 

ce > 99% ce> 93% 

ESQUEMA 111.7. Resolución de aminas con un extracto enzimático de 

Bur"¡'olderiu plallturii 

Aunque como se dijo anterionnente, los éteres de enol no se pueden utilizar como 

agentes acilantes en la resolución de aminas, existen otras alternativas además del uso de 

ésteres no activados; por ejemplo el uso de carbonatos de alquilo (35), para la protección 

selectiva de aminas (36), empleando las enzimas subtilisina BPN ' 6 CCL.84 Asimismo, los 

productos de la reacción enzimática de aquellos con las aminas (36), los carbamatos (37), se 

pueden obtener fácilmente a partir de carbonatos de alquilo baratos, y pueden removerse con 

relativa facil idad (lo cual les convierte en un buen grupo protector) y así convertirlos en las 

(R)-aminas (39). Los carhamatos (37) pueden transfonmarse mediante reducción. en los N

Metil-derivados (40), lo cual conduce a un método quimico-enzimático alternativo, para la 

metilación de aminas (Esquema 111.8), 

+ 

, 
~ H R Subti lisina BPN ' 

1 ............ 2 óCCL 
R R 

36a,b,c 

( R - Me, El, AJilo ) 
Ver esquema 111.9 

o (Desprotección ) 

RO)l~"R' ._--- --- -- ' 

37a,b,c 

+ 
NHR) 

R,Á R, 
lB 

' ... ---
( Reducción) 

40 

ESQUEMA 111.8. Resolución enzimática de ami nas con carbonatos de alquilo 

y su conversión en N-metilaminas 
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Simi larmente, algunos sustratos (36a, 36b, 36c) que fueron tratados frente al reactivo 

carbonato de alilo se indican en el Esquema 111.9. Es notable observar con el sustrato (36c), las 

elevadas quimio- y enantioseletividad del proceso a pesar de los cinco posibles sitios de 

reacción. &4 

[~)'O~l H o.NH l CXNrO~ Ca rbona to de a lilo 
• OH CAL, buffer fos fato, pH - 8 OH 

36. T ambien te (S.S}-37a 
69 h H 

~' [~::()"N[(O~ 
'" I OCH, ¡bid '" I " O • 

8lh "C02CH3 OCH, O OCH, 
36b 

(S,S)-37b 

H 

H:::y,,::' ¡bid ~OI( q NH' • 
J se mana H O'~' I'OH OH OH 

36, 37, 

ESQUEMA 111.9. Resolución enzimática de aminas con carbonato de aUlo 

Recientemente se ha reportado la resolución diasteroselecti va de la (±)-trans- I,2-

ciclohexanodiamina (41) con un eje de simetría C2, mediante la acilación con octanoato de 

etilo (42) a 39°C, presión reducida y sin disolvente. La conversión fue de 75%. y aunque el 

e.d. fue bajo (8%), el e.e. obtenido de (43) fue regular (5 1%) (Esquema 1l1.10)" Esta amina, 

importante en química medicinal y síntesis asimétrica, fue convertida en el producto diacilado 

(R,R)-46 o el sustrato (S,s)-4I, en fonna enantiopura, a través de una resolución cinética 

secuencial , mediante su reacción con malonato de dimetilo (44) en presencia de CAL en 

dioxano.tl6 En este caso, un cuidadoso control de las condiciones de reacción para la aminólisis 

doble, permite obtener la (S,S)-diamina 41 ó el producto (R,R)-(46), en forma enantiopum, en 

virtud de que el sustrato ti ene que "visitar" dos veces el sitio activo de la enzima (Esquema 

m.IO). 
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o O 

E'O~ ~ 
~: L . 0::: ~ (XNH, 

NH, 
(:t}uans-41 

(RESOLUCIÓN DE UNELlUS) O~ 

O O 
CAL 

Dioxano 
C" 260/ •. El "'4S 

H lCO~OC H ) 
4. 

Relación mola r 41:44, 2: 1 

0yy 
('(NIi 

"-...)·"NU 2 

" tt - 94% 

+ 

OCI1 ) 

CAL 
• 

0
NHI ( RESOLUCiÓN DE GOTOR 1 
NI1 2 

(S,S)-4 1 
u-33% 

(R.R}43 

u-S 1% 

(R.R)-46 enantiopura 
u - 330/. 

O:NH
2 

NH, 
(S.S)-41 cnantiopura 

u - 96% 

ESQUEMA nI.tO. Resolución cinética secuencial de Iralls ~ 

ciclohexanodiamina con malonato de dimetilo en presencia de CAL 

Más recientemente se han resuelto l-(heteroari l)etilaminas (±)-47, mediante la 

acet ilación enzimática, usando acetato de etilo como disolvente y donador de aci lo. 

Nuevamente, CAL cataliza la reacción muy eficientemente. 

El uso de dioxano como disolvente, condujo a reacciones más lentas que con acetato de 

etilo, pero las enantioselectividades fueron diferentes para cada heteroarilamina. aunque la 

configuración absoluta de todas las amidas obtenidas fue "S" (Esquema m .II ). 87 

40 



Anrecedente.f 

CAL 
dioxano 

O 40 h, 30 oC 

QyNH QyNH + )l.o~ Q¡H 
X ' X ' + X .>,NI(' 

CH) Acetato de etilo 
eH) CH) o 

(± )-47 (S)-47 (R)-48 

X %e.e. (S}-47 'l. e.e. (R}-48 % Conversión E 

O 64 89 40 31 
NH 84 93 47 72 
S 56 99 36 > 100 

ESQUEMA 111.11. Resolución de heteroariletilaminas catalizada por CAL 

3. AMINÓLlSIS y RESOLUCIÓN DE ÉSTERES SIMPLES 

En un trabajo también pionero en el campo de las reacciones de aminólisis, Gotor el 

al.... reportaron que CCL. catalizó la reacción (Esquema III.12. inciso a» entre 2-

cloropropionato de etilo (%)-49. y varias aminas alifáticas y aromáticas (50). Las (S)·amidas 

(5 1) se obtuvieron con rendimientos químicos moderados y altos e.e's. Con las aminas 

aromáticas, la reacción se efectuó a 60°C, Pero con ésteres más reactivos que (49), como el 2-

cloropropionato de 2,2,2-tricloroetilo racémico, la reacción se llevó a cabo a temperatura 

ambiente. El disolvente jugó un papel importante; con aminas alifáticas, el hexano dió los 

mejores rendimientos, pero con las aminas aromáticas el mejor disolvente fue el CCl4 

(probablemente debido a la mayor solubilidad de estas últimas). En todos los casos CCL 

mostró una alta actividad catalítica hacia el isómero "S" del éster, en contraste a la 

esterificación, en la cual la lipasa mostró preferencia hacia el enantiómero UR" del ácido. 

Por otro lado, a partir de la reacción del 2-cloropropionato de etilo racémico (±)-49 y 

aminas racémicas (±)-52 (Esquema I1I.l2, inciso b), se pudieron preparar amidas 

enantioselectivamente con dos centros quirales (53).89 Se seleccionaron las enzimas CCL 
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(CRL) y subtilisina, debido a su alta enantioselectividad para el éster, y las ammas 

respectivamente (fabla HU). 

R-NH,. CCL 
a) SO 

R= n-butil. ali l, bencil 

Ver esquema 17 

o H,Ny 

'- )l b) R (±}-S2 
'f 'OEt ------~--~----~~-----
e l R=n-butil , etilo, fenil o, 

o 

~NH-R+ 
CI H 

SI-(S) 49-(R) 

CCL en CCI, ó 
(±)-49 Subtilisina en 3-metil-3-pentanol 

53 

e) H, N-(CH,),-NH, 

54 

ee l4 , T am bien te 

En zim a/d isolven te 
CCLlCC I, 
S u bt ¡lis in a/3 -m et i 1-3-pen ta n 01 
CCLlCC I. 
Su bt i Iis in al3-m eti l-3 -pen t a nal 
CCLlCC1, 
Su bt i li s ina /3-m et i1-3-pen t a n 01 

o O 

~N""il,V~X 
CI H H H CI ' H 

SS 

n Con figuraci ón(S S) ee 
2 SS 88 
2 RR 69 
3 SS 88 
3 RR 30 
8 SS 32 
8 RR 21 

ESQUEMA lO.12. Reacciones entre (±)-2~cloropropionato de etilo y varias aminas. a) 
Resolución del éster con amiDas alifáticas y aromáticas, b) Resolución del éster con 
aminas racémieas y, e) Resolución del éster con diaminas. 

La configuración de las amidas aisladas depende de la enzima utilizada. En general, se 

obtiene una mezcla de diastereoisómeros, con altos e.e 's en la mayoría de los casos. En 
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algunos casos, la relación de los diastereoisómeros fue satisfactoria, pero en ninguno la 

enzima mostró una selectividad absoluta hacia el éster y la amina simultáneamente. Sin 

embargo, se corroboró en esta reacción, que CCl prefiere el enantiómero "S" del éster, y 

suhtilisina muestra una alta selectividad hacia el isómero "S" de la amina. 

TABLA IlI.I. Obtención cnantiosclectiva de amidas con 2 centros quirales a partir de 2· 
1 d '1 é . r d . c oroproplOnato e ell o_y amIDas rac micas cata .Iza a por enzimas 
Enzima Amiua Tiempo Disolvente Configuración Rendimiento c.c. 

de reacción (%) (%) 
(h) 

CCL i-butil 120 CCI. 5,5 30 I 95 
subtilisina ;-butil 24 3-metil-3- R,R 45 90 

pentanol 
CCL 2-heptil 120 CCI. 5,5 40 48 

suhtilisina 2-heptil 24 3-metil-3- R,R 29 45 
pentanol 

CCL a:metilbencil 120 CCI, 5,5 15 46 
subtilisina a-meti lbencil 24 3-metil-3- R,R 60 77 

pentanol 

De manera similar, el 2-cloropropionato de etilo (±)-49, sufrió una doble aminólisis 

con diaminas (54) en presencia de CCL y subtilisina (Esquema m .12, inciso e)). La primera 

catali zó la formación de la (S,S)-arnida (55) correspondiente, con diastereoselectividad 

completa y alto e.e., mientras que la proteinasa y Psl , exhibieron una enantioselectividad más 

baja, pero opuesta, produciendo una mezcla de los estereoisómeros "R,R" y "R,S".90 Otras 

cnzimas como PPL, RAl, ANL. mostraron una baja act ividad catalítica. De los varios 

disolventes utilizados, el CC14 fue el más adecuado. 

Como se dijo antes, las ¡ipasas también catalizan la formación de amidas a partir de 

ésteres no activados. Así, la preparación de N-n-octil alquilamidas se puede llevar a cabo en 

hexano anhídro. Las enzimas probadas fueron CCl, RAl, y la Iipasa de Penici//ium 

cyclopium, obteniéndose los mejores resultados con la segunda lipasa.9 1 Kobata el al., han 

investigado la síntesis enzimática de análogos de capsaicina, en la cuál varios derivados de 
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ácidos grasos, saturados e insaturados, reaccionan con vainillilamina en presencia de varias 

lipasas, en un sistema de dos fases, con lo que se obtienen derivados de vaini llina en 

rendimientos moderados; PsL dió los mas altos rendimientos.92
,93 

Los ésteres con un grupo electroatrayente en la posición 2 dan mejores resultados en 

procesos catalizados por lipasas, sin embargo Gotor el a/ .• 94 probaron la influencia del grupo 

metilo en la posición a. del éster para la aminólisis enzimática, para lo cual, se realizó la 

reacción entre (±)~2-meti lbut irato de etilo (49c) con aminas alifáticas (butilamina y al ilamina), 

utilizando las enzimas CCL y PsL, obteniéndose enantioselectividad opuesta, en la amida 

producida entre estas dos enzimas, es decir: la amida con la configuración "R" con CCL, y la 

de configuración "S" con PsL. En resúmen, se requieren condiciones más drásticas para ésta 

reacción, que con respecto al 2~cloropropionato arriba mencionado, y para el caso de las 

aminas aromáticas, no hubo reacción, Se puede concluir que, es importante la naturaleza del 

éster durante la aminólisis. Asi por ejemplo, no se puede preparar la amida quira! 

correspondiente. a partir de a.-cloro-a.~fenilacetato de alquilo con aminas y lipasas. Sin 

embargo, el a. ~cJ o r o~a.-fe nilac eta to-a~f e nilacet a t o de 2 ,2,2 ~trifluoroetilo racémico se hidrolizó 

satisfactoriamente en medio orgánico en presencia de anilina.95 

La misma enantioselectividad que se observa con CCL (CRL), se encuentra para CAL, 

la cual presenta una amplia versatilidad y mayor eficiencia para esta reacción, como se ilustra 

con los ésteres a-sustituidos del Esquema m .13, y como se mostrará más adelante.94 Para el 

caso de ésteres no activados (en referencia a la porción de aci lo), por ejemplo, la aminó lisis de 

2-metilbutirato de etilo racémico (49c) con n-butilamina (50, R'=n-butilo), con CCL Ó PsL 

como biocatalizadores, produjo modestos resultados. Para CCL en hexano, se requirió de un 

tiempo de reacción largo (5 días) y temperatura de 50°C. Aún así, el porcentaje de conversión 

fue bajo (solo 18%), con la fonnación de la amida (R)-58 (e.e.=84%), y de enantioselectividad 

opuesta a la del producto de la esterificación del ácido 2-metilbutírico (49c). Con la enzima 

PsL, se formó la misma amida "S" (e.e. =40%). pero el rendimiento fue s610 del 20% después 

de 5 días, en dioxano como disolvente. Con otras enzimas los resultados fueron aún mas 

pobres. 
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I o 
.) R - Br : CCL. 3 h . T amb .• hexano '- Jl 2 

R' %Rendimiento % e.e. 
n-butil 62 95 
alil 62 95 
t-butil 62 95 

b) R I - Br : CCL. 90 h, hexano 

R' %Rendimiento %e.e. 
n·bulil 2' 90 

.X __ -NH-R 
e l H 

(S)-56 

o 

XNH.R2 

B, H 
(S)-57 

alil 27 50 
bencil 30 

e) R1 -Et: CAL. 30De. hexano 

R' t. di., o/oRe nd imienlo 
,,·butil 3 20 
alil 4 20 
bencil 3 25 

5 

-

o 

XNH-R' 
El H 

%e.c. (R)-58 

40 
40 
78 

ESQUEMA IU.B. Reacciones de amioólisis de ésteres a-sustituidos con aminas, 
en presencia de CAL como catalizador 

Debido a la dificultad de obtener amidas a partir de ésteres "no activados", se probó la 

CAL, debido a su mayor potencial y actividad catalítica probada, observando que la enzima 

catalizó la aminólisis de 2-metilésteres racémicos. prefiriendo siempre el isómero "R", aunque 

los e.e. '5 fueron solamente moderados (Esquema I1I.13).96 Existen pocos reportes, que 

consideran la reacción de amidación catalizada por enzimas, con a-alquil-ésteres no activados, 

quizá porque los resultados no son muy satisfactorios. Por ejemplo, varias enzimas 

comerciales (CRL, PsL denominada Novozym SP 526 y CAL) mostraron actividad 

significativa en la aminólisis de 2-metil octanoato de metilo con (R)-l-fenil etilamina, en éter 

diisopropílico como diso lvente; nuevamente fue CAL la que produjo los mejores resultados. 

En este caso, la amida diasteromérica predominante tenía la configuración "R" en el carbono 
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a. al carbonilo (independientemente de la configuración de la amina utilizada) . Es notable 

mencionar que la enzima toleró temperaturas en el rango de 23-70°C. Los mejores resultados 

fueron una conversión del 99%, con la (1 R)-I-feniletilamina y un e.d. del 45%, en 115 horas a 

70°C, sin disolvente.97 

4. AMlNÓLlSIS y RESOLUCIÓN DE COMPUESTOS B1FUNCIONALES 

4.1. QUIMIOSELECTIVIDAD EN ÉSTERES a.p-INSATURADOS 

Un primer trabajo en este campo, se refiere a la síntesis enzimática de propargilamidas 

(60), La enzima CCL eatalizó la amin6lisis de propiolato (propinoato) de etilo (59). con 

ami nas aromáticas, para obtener las N-aril-propionilamidas (60) correspondientes (Esquema 

1I1.l4).911 En ausencia de la enzima, dicho éster reacciona con las aminas para dar los 

productos de la adición tipo Michael. La reacción se efectuó en 3 a 4 días y las amidas 

aromáticas (60) se obtuvieron en aproximadamente un 80%. No obstante, cuando se usaron 

ami nas alifáticas, sólo se obtuvieron los productos tipo Michael, aún cuando la reacción se 

efectuó a más bajas temperaturas. La enzima PPL mostró una actividad catalítica mas baja y 

con la proteinasa papaína, solo se obtuvo el aducto de tipo Michael. La relevancia de este 

trabajo es por la facilidad de realizar el experimento biocatalítico. Incluso su progreso se pudo 

seguir muy fácilmente, por espectroscopía infrarroja. 

~O 
CCL 

~O + Ar-N 1-1 2 • 
CCl, 

O-R 60 NH-Ar 

59 3-4 dfas 
80% 

ESQUEMA 111.14. Aminólisis quimioselectiva de ésteres 
propargílicos catalizada por CAL 
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Con ésteres acrilicos (61a,b) como sustratos, CCL no catalizó la reacción de 

aminólisis, y similares resultados se obtuvieron con PsL: otras enzimas, como PPL mostró una 

muy baja actividad catalítica para la reacción, y con papaína s610 se obtuvo el producto de la 

adición tipo Michael (63) (Esquema [[1.15). Por su parte, la lipasa CAL mostró una mayor 

especificidad de sustrato, permitiendo la reacción de los acrilatos de metilo, con varias aminas 

racémicas, produciendo el enantiómero !OR" de la amida (62a,b), con e.e. 's de moderados a 

buenos. Las aminas, n-butilamina y bencil3:ffiina, dieron los mejores resultados. Los 

disolventes probados, hexano, THF e isopropil éter, dieron rendimientos de las amidas (62) de 

moderados a buenos.99 

( Am idación ) 

R' 30OC, THF 
Á óhexano 

H]N CH) 

CAL 

62a,b 

61a,b R1 
so etil, n-pentil 

I 8 r:-.c:-:-;-..,.,---.".. 
Adición tipo 
.. Michael" 

61a : R1 - H, R2 - CH) 
61b: R1 ==CH),R2 ""H 

63 

ESQUEMA 111.15. Aminólisis quimioselectiva de ésteres acrílicos catlllizada por CAL 

A diferencia de que con ésteres a, ~-insaturados ó con propiolato (propargilato) de 

etilo, que no efectúan la reacción de aminólisis con lipasas (como CAL), el amoníaco, en 

solución al 1.5% en dioxano, produjo 'Ias amidas primarias en muy altos rendimientos, en 

presencia de CAL (SP 435). La reacción se efectuó a 60°C, y no se observaron trazas de los 

aductos tipo Michael, por lo que las amidas no requirieron de purificación, excepto cuando se 

usó propiolato de etilo. En este último caso la reacción se efectuó a 30°C y la propargilarnida 

se produjo en un rendimiento del 75%. En ningún caso, se forman las amidas en ausencia de la 

(ipasa. loo 
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4.2. AMINÓLlSIS ENANTIOSELECTIV A DE HIDROXIÉSTERES y 
AMINOÉSTERES 

Uno de los objetivos de la aminólisis de ésteres catalizarla por enzimas es la síntesis 

enantioselectiva de hidroxiésteres y sus amidas, que son importantes bloques constructores 

quirates para la síntesis de productos naturales biocativos. Así, el 3-(S)-hidroxibutirato de etilo 

(64) se utiliza en la síntesis asimétrica de una gran variedad de productos naturales debido a su 

fácil transformación en distintos sintones quiraJes, como se puede ver en el esquema 111.16. 

Grahamicina Coletodiol 
; 

Griseovirid in a- _ ... _ •. 

' ..... · • 
• · • 

Y"I(H ...... _ 
OH O 

U OH 
Fcromonus ... ------- ~ 

OH

U 
R 

Carbomicina 

yly0EI = = 
OH O 

(S)-Lanadunol 
64 

U Y"I(0EI 
R O 

· • • 
I 

(S)+}-Citronelol 

• • • • · • 
I 

Tienam ¡cina Acosam ina 

ESQUEMA 111.16. Usos del 3-(S)-bidroxibutirato de etilo en la sintcsis asimétrica de 
productos naturales diversos 
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Además de ésteres simples, activados, no activados y di ésteres, se ha encontrado. que 

ésteres funcionalizados pueden sufrir reacciones de amon61isis y aminólisis, mediante catálisis 

enzimática, en condiciones suaves. Así por ejemplo, a partir de 3-hidroxiésteres (65) etílicos 

racémicos y aminas alifáticas, se pueden obtener las correspondientes 3-hidroxiamidas 

quirales (66)(Esquema lH.17). Con 3-hidroxibutirato de etilo racémico CCL (CRL) mostró 

actividad catalítica (aunque baja, porque la conversión procedió solamente en un 10%, en 10 h 

(sin efecto del disolvente), catalizando la formación de la amida racémica. Se obtuvieron 

mejores resultados con PsL y CAL, las cuales funcionaron en varios disolventes, como THF. 

diisopropil éter, hexano, tolueno y dioxano; pero fué este último el que dió los mejores 

resultados. Con PsL, se obtuvo la (S)-N-n-bulil-3-hidroxibutiramida con un 56% de e.e .. CAL 

mostró una mayor, pero opuesta, enantioselectividad, obteniéndose la amida "R" en un 79% de 

e.e .. Con bencilamina, la misma enzima di6 lugar a la amida "R" en un 99% de e.e., con un 

rendimiento del 45%. Por su parte las aminas aromáticas no reaccionaron. 101 

R
1

"(](OEt + 

OH O 

CAL 
R'-NH, --=-=--{ 

Dioxano 
T ambie nte 

RYlíNH -R' 

OH O 

(S)-66.-c 
+ 

65 RyyOEt 

OH O 

(R)-65a-c 

ESQUEMA 111.17. Resolución altamente enantioselectiva de 3-
hidroxiés teres, ca'alizada por CAL en dioxano 

I R '" a :-CH 2• b: -CH 2CH 3• c:-CH2CI 

Variando el grupo alquilo, se observó que un grupo electroatrayente (como un cloro en 

el éster (sustrato 65c, Esquema m .17), ó un grupo más hidrofóbico en la amina, incrementaron 

la velocidad de la reacción. Los e.e. 's de las amidas "R" (66) de los ésteres probados (6Sa-c) 

fueron muy buenos, sin embargo con el 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etilo racémico, la 

reacción con bencilamina procede con un rendimiento modesto (conversión del 11 %) después 

de 264 h, Y con un e.e. moderado del 66% (E=IS) de la amida "S". A temperatura más alta 
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(60°C) la convers ión mejora (20%, en 96 h), pero la enantioselectividad exhibida por la 

enzima es más baja (E= l ). La enzima no muestra pérdida aparente de su actividad catalítica, 

después de 20 ciclos catalíticos.I02 

Un resultado interesante de quimioselectividad, resultó la aminólisis de (±)-3,4-

epoxibutirato de etilo (67) con bencilamina. CAL catalizó la fonnación de la N

bencilepoxiamida (68), consiguiéndose una conversión del 27% después de 3 h de reacción. 

No se observó la apertura del epoxiéster por la amina, ni la formación del éster a.,p-insaturado 

y-hidroxilado (Esquema III .18). CAL volvió a mostrar la misma preferencia· estereoquímica 

que con los 3-hidroxiésteres, catalizando la formación de la epoxiamida mencionada de 

configurac ión "5" con una enantioselectividad moderada (E= 15). 

Ú
~OEI ~ :,/ g + H¡N V 

67 
bencilamin. 

-CAL ~OE ' 

(R}-(+)-67 

32% 

!>]( ~ JJ 
O 

(SK-H>' 

85". 

ESQUEMA 111.18. Resolución quimioselectiva y estercoselectiva de 
cpoxiésteres cata lizada por CAL en dioxano 

A partir de estos resultados, se puede concluir que la aminóJisis es un proceso 

alternativo a las reacciones de hidrólisis y esteri ficaci6n enzimaticas para la resoluci6n de 

ésteres. I03 

Al igual que las P-hidroxiamidas, las 2-hidroxiamidas se encuentran frecuentemente en 

moléculas biológicamente activas, y además son importantes intermediarios sintéticos. Por lo 

lanto, su obtención química y mediante métodos enzimaticos es muy importante en síntesis 

asimétri ca. Respecto a la síntesis quimicoenzimática de las 2-hidroxiamidas, la lipasa PsL 

catali za la amin61isis de 2-hidroxiésteres (69) con una variedad de ami nas (por ejemplo 70), en 
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éter diisopropílico como el disolvente, produciendo las amidas correspondientes en altos 

rendimientos (Esquema 1lI.19).I04.los 

H ,N~ ,P,L. R';;~ ~ 
V éter diisoprop llico O V 

OH 
R 2 \".~ _OEt(Bz) 

R
i If + 

O 

69 a-c 70 

a: R'. e H3• R1• fenilo 
b: R' · H, R1• metilo 
c:R1· H. R1· feni lo 

(S)·{-)-7Io -c 

ee= 86% 

ee= 82% 

ee= 46% 

ESQUEMA III .19. Aminólisu de 2-bidroxiésteres con amiDas catalizada por PSL 

Los sustratos seleccionados fueron ésteres de los ácidos láctico, feni lláctico, y 

mandélico. Los resultados de la aminólisis se muestran en la Tabla m.2. 

TABLA 111.2. AmiDólisis de 2-bidroxiésteres con aminas catalizada por PsL 

ConversiólI %) 

CL-HIDROXIESTER AMINA 24 h 72h 144 h 

(R)-Iactato de benci lo (69b) bencilamina 66 89 98 

(S)-Iactato de bencilo (69b) bencilamina 79 95 >99 

(R)-Iactato de bencilo (69b) 2-feniletilamina 56 84 89 

(S)-Iactato de benci lo (69b) 2-feniletilamina 65 91 93 

(R)-fenillactato de metilo (69a) 2-feniletilamina 12 41 58 

(S)-fenillaclato de metilo (69a) 2-feniletilamina 55 60 75 

(R)-feni llactato de bencilo (69a) 2-feniletilamina 36 54 67 

(S)-fenillactato de bencilo (69a) 2-feniletilamina 86 96 >99 

(R)-mandelato de etilo (69c) BOC-etilendiamina 5 18 56 

(S)-mandelato de etilo (69c) BOC-etilendiamina 5 19 58 

(R)-mandelato de bencilo (69c) BOC-etilendiamina 29 70 97 

(S)-mandelato de bencilo (69c) BOC-eti lendiamina 38 82 >99 
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Como puede verse, en general las conversiones de los ésteres (69a-c) a las amidas 

(7 J a-e) son buenas. Asimismo, se observa que los ésteres bencUicos son más reactivos que los 

metílicos ó etílicos para cada uno de los ésteres. De acuerdo con los autores, esto es acorde a 

la mayor lipofobicidad del grupo bencilo respecto a los grupos metilo ó etilo de la porción 

alcoxilo del éster. La reactividad de los estereoisómeros "S" es ligeramente mayor que la de 

los enantiómeros correspondientes en cada caso. Para los ésteres del ácido feniJIáctico (69a), 

el isómero "S" presenta una reactividad doble a la del isómero "R", pero en los otros ésteres 

(69b y 69c), la diferencia en reactividad no es tan marcada. Otros ésteres, como el 

perhidromandelato de bencilo ó el 2-hidroxiisobutirato de benci lo, no producen la reacción de 

aminólisis con PsL. Aparentemente, el carbono quiral (portador del hidroxilo) terciario, y su 

vecino, un carbono secundario ejercen suficiente impedimento estérico en el sustrato para la 

lipasa mencionada. 

Adicionalmente, la enantioselectividad de la aminólisis con 2-fenetilamina (70) de los 

mismos hidroxiésteres racémicos, medida a conversiones menores del 50%, indicó una 

aceptable estereoselectividad en fenillactato de bencilo (69a), menor en el lactato de bencilo 

(69b) y minima en el caso del mandelato de benei lo (6ge). (Esquema 111.19). 

Otros sustratos, los p-aminoácidos se encuentran presentes en productos como 

alcaloides y antibióticos, y son precursores sintéticos de p-Iactamas y péptidos con actividad 

terapéutica incrementada, y han llamado fuertemente la atención de los quimicos orgánicos, 

debido a su potencial como bloques de construcción quiral. 106 Sin embargo, pocas son las rutas 

enzimáticas que consideran la resolución de estos compuestos. Debido a su naturaleza 

ambidenlada, como nucleófi los (en el grupo -NH,) y aceptares de aeilo (en el grupo -COOR), 

son sustratos versátiles y atractivos mediante procesos de aminólisis enzimática. Conocida la 

amplitud de la especificidad de sustrato de CAL en procesos de aminólisis, se seleccionó esta 

enzima para efectuar transformaciones enzimáticas de p-aminobutirato de etilo (71), mediante 

aceti lación del grupo amino con acetato de etilo. Para un mejor aislamiento y análisis por 

HPLC quiral, el éster no convertido (S)~ 71 se convirtió en el Cbz-derivado (73). En este 
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primer caso (Esquema 1II.20a), se alcanzó un 53 % de conversión en 12 horas. con e.e. 's del 

99% y del 88% del aminoéster (S)-71 y el producto (R)-72, (E ~ 82) respectivamente, 

mostrando la eficiencia catalítica de CAL. En dioxano se obtuvieron resultados similares, pero 

en hexano decayó la conversión hasta un 15% aún después de 4 días. Es notable que no 

ocurrió reacción de dimerización en ninguno de los casoS.I07 

AcOEt 
a) CCL 

b)l. R -NH , 

(S~7 1 

+ 
NHAcO 

~OEt 
(R~72 

NI-I 1 O CALlDisolvente 

~OEt --+--2-. C-b-z-.c-I""""' 

Na2CO]/H20 
(')-7 1 

t:lH Z O 

ÁAOE1 

e) 1. Cbz-Cl 
Na2CO]/H20 

2. R " NH2 
C ALlDisolvente 

(S)-75 

+ 

NHZ O 

A.)(NH_R 

(R~76 

Z" Cbz 

Cbz-CI -

l::!HZ O 

A)l...OEt 

(S)-73 

+ 

(R)-72 

NH 1 O 

ÁJ
NH

_
R 

(R)-74 

ESQUEMA 11I.20. Reacciones de resolución de aminólisis enzimática de ~ -amin oéste r es 

y derivados 

Posteriormente, se observó la amin61isis del ~ - aminobutirato de etilo (±)-71 como 

donador de acilo frente a bencilamina (Esquema IJf.20b), uti lizandose como catalizador CAL, 

en dioxano o tolueno como disolventes. El (S)-~-aminobutirato de etilo (71) y la (R)-~

aminobutiramida (74) resultantes, se convirtieron en los N-Cbz-derivados (75 y 76) 

respectivamente. Para una conversión del 53% el e.e. del Cbz-(S)-~-aminobutirato de etilo 

(75) fue del 93%, pero para la amida resultante (76) la enantioselectividad fue moderada 

(e.e.=66%, E=16). Finalmente la aminólisis (y la amonólisis) del (±)-N-Cbz-f3-aminobutirato 
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de etilo, en tolueno y en presencia de CAL, sólo produjo la (R)-p-Cbz-aminobutiramida (76) 

(Esquema m .20c). En este último caso, la hidrólisis del sustrato fue una reacción competitiva 

importante. En conclusión, siempre se observa la misma preferencia estereoquímica de CAL, 

por el enantiómero (R) del éster en cualquiera de los casos estudiados, sea como donador de 

ac ilo ó como nucleófi lo. El grupo Cbz- no modifica la enantiopreferencia de CAL. 

Kanerva el al., resolvieron diferentes p-aminoésteres (77) mediante la aci lación del 

grupo amino con ésteres de 2,2,2-trifluoroetilo en varios disolventes, y en presencia de las 

enzimas PsL y CAL (SP-526) (Esquema 1Il.21). 108 Las enzimas exhibieron un comportamiento 

de enantioselectividad complementaria, mientras PsL tuvo preferencia por los sustratos con los 

grupos amino y carbetoxilo en disposición tram, CAL tuvo la enantiopreferencia por los 

isómeros cis. En todos los casos probados, las 2 enzimas mostraron mayor selectividad por el 

centro 2-(R) (portador del grupo amino)_ 

o 

(C~~OEt PsL 6 CAL 

~NH, 
R1 -CO,C H,CF, 

77 

o 

(C~OEt + 

~NH, 
(S)-77 

R I=etilo,n-propi lo, n-pentilo 

o 

E tO~ ~ 
H N~ 
O~Rl 

78 

ESQUEMA 111.21. Resolución de p-amilloésteres mediante la aeilación del grupo 

amino con ésteres de 2~,2-trif1uoroetilo en ét-:r, en presencia de PsL y CAL 

De las variables experimentales probadas en este trabajo es de notar que no hubo una 

correlación entre la enantioselectividad de las enzimas en función del disolvente. En cuanto a 

los sustratos acHicas probados, los carboxilatos de 2,2,2-trifluoroetiJo, se probaron desde el 

acetato de 2,2,2-trifluoroetilo, a hexanoato de 2.2,2-trifluoroetilo, con ambas enzimas en éter 

dietíl ico como disolvente. Para PsL la reactividad y la enantioselectividad tienden a disminuir 
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con el incremento de la cadena carbonada del donador de acilo; sin embargo, para CAL las 

mismas propiedades tienden a incrementarse con el aumento de la cadena carbonada de los 

ésteres de trifluoroetilo. Interesante resulta el hecho de que el sustrato más polar 

(CICH2C02CH2CF)), mejora la enantioselectividad (E) de la aciJaci6n de los aminoésteres 

para PsL, pero disminuye para CAL. La enzima de Pseudomonas (lipasa AK) de Amano 

muestra menor enantioselectividad que las enzimas anteriores. 

La compañía Aflus Biologica/s ha logrado una combinaci6n única de una alta actividad 

catalítica con estabilidad química y mecánica de proteínas, y ha desarrollado la tecnología de 

la producción de Enzimas Cristalinas Entrecruzadas (CLEC, Cross-Linked Enzyme Crystals), 

que produce biocatalizadores que poseen una mayor estabilidad contra la desnaturalización por 

la temperatura, disolventes orgánicos y la autoproteólisis, lo cual les hace extremadamente 

útiles. Así, la enzima subtilisina-CLEC se ha usado en la síntesis eficiente de N-alqui lamidas 

de aminoácidos y péptidos. Los resultados indican excelentes enantio- y diasterose lectividades 

en el acoplamiento de ésteres de aminoácidos naturales y no naturales N-protegidos (79), con 

aminas racémicas (±)-18. En esta reacción se probaron diferentes aminoésteres con diferentes 

grupos protectores (N-Ac, N-Cbz y N-Boc) y varios disolventes, acetato de etilo, THF, 

piridina, etanol, acetona, isopropanol, alcoholes terciarios y acetonitrilo, siendo éste el que dió 

los mejores resultados (Esquema m .22). El biocatalizador mostró una alta enantioselectividad 

hacia los (S)-aminoésteres y las (S)-aminas, para producir las (S,S)-alquilamidas (80) , via 

resolución in si/u de los sustratos racémicos y la obtención de los D-arninoésteres (8 1 ). 109 

(± )-aa.COrRI 

79 

+ H 3C~ NH2_S_ub_'_ili_'i_n.c,,_C_L_EC_ 

~ acetonitrilo 
6·24 h, 40°C 

(± ~ ' 8 

R H,CXNH, 
(s,s)-aa.CONU'''\ + R "~""H + (O)·aa..c0rR I 

80 81 
(RH8 

ESQUEMA IU.22. Resolución i" si/u de aminoésteres y aminas racémicos con diferentes 
grupos protectores (N-Ac, N-Cbz y N-Boc) mediante subtilisina-CLEC 
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También se ha estudiado la aminólisis intramolecular de diferentes aminoésteres (82). 

Así, diferentes aminoésteres produjeron las correspondientes ¡actamas de 5-7 miembros a una 

velocidad de reacción similar, mediante ciclización de los sustratos correspondientes, 

catalizada por lipasas (Esquema Ill.23, rabia 111.3). Las enzimas probadas fueron : las lipasas 

de Pseudomonas. la de hígado de caballo y PPL. estas últimas obtenidas como polvos de 

acetona, y las proteinasas: subtilisina y de Streptomyces griseus. La formación del anillo de 7 

miembros resultó muy lenta y la lactama de 4 miembros aún no ha sido descrita. El uso de los 

aminoésteres isopropílicos (82), suprimió la ciclización no biocatalizada. 

R1 O 

R H N~ OR ' 
82 

PPL 

i.Pr 20 
2-7 días, 40 ' C 

• R'r;¡-f0 + R' -OH 
1~)n 

R 
83 

ESQUEMA 11[.23. Ciclización enzimática intramolecular de J}-aminoésteres 

T AULA 111.3. Aminólisis intramolecular de aminoésteres catalizada por PPL no 
purificada 

AMINO Tiempo Conversión 
ÉSTER R' R' R' n (dí.;) Enzimática (% ) 

82a H H CH,CH, I 7 O 

82b H CO,Et CH,CH, 2 2 50 

82c H H CH(CH,h 2 3 45 

82d H CH, CH(CH,h 2 6 40 

82e H H CH(CH,h 2 6 30 

82f H H CH(CH,h 3 4 80 

82g H H CH(CH,h 3 5 
I 

40 

82h H H CH(CH,h 4 7 10 
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La enantioselectividad de este proceso es muy baja y la cicJización int:ramolecular es 

más rápida con aminas primarias, Que con aminas s"ecundarias. 11o Similarmente, se reportan las 

bislactamas (86), a partir de los diésteres de p-c1oroetilo como (84), como puede observarse en 

el Esquema lli.24. 

ppe 
CH 2Cl1 

4d las, reflujo 

40% de rendimiellto 

ESQUEMA Hl24. Condensaci6n y ciclización enzimática intramolecular de p
aminoésteres 

4.3. REACCIONES DE AMONÓLISIS ENZlMÁTICA 

En 1993 Gotor y colaboradores publican la primera reacción de arnonólisis enzimática 

(Esquema 1II.25). 

R' 
R'nOEt(OM e) ___ C_A_L ___ • 

O O 
NH) IDioxano(2%) 

87 
30°C. 

p-cetoésteres 

R1 R2 

eH) H 
Ph H 
-(CH,),-

¡l-ce toa midas 
Rendim iento (./. 

59 
88 
90 

ESQUEMA 1ll.2S. Reacción de amonólisis cnzimática quimiosclectiva de p
cctoéstcrcs 
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En este trabajo,ll ! se probaron lo.s ~-cetoésteres (87) con Wl8 disolución de amoníaco 

en dioxano al 2%, y CAL como catalizador. Los resultados mostraron la eficiencia catalítica 

de la enzima, obteniéndose las correspondientes ~-cetoamidas primarias (88), con altos 

rendimientos (Esquema 1lI.25). 

No obstante Sheldon proclama ser el autor de la primera reacción de amonólisis 

enzimática, publicó la amonólisis de ésteres, catalizada por lipasas a temperatura ambiente, 

pero después del trabajo precedente de Gotor el. al .. 1!2 La amonólisis de octanoato de metilo 

con NH) gaseoso en (-butanol seco produjo la amida correspondiente, en 24 horas con la 

fracción enzimática de CAL denominada SP-435. Aunque también mostraron la misma 

actividad catalítica, las muestras de las fracciones SP-398 y SP-523 de la misma bacteria, otras 

enzimas: lipasas, proteinasas y esterasas (no reportadas) no catalizaron la reacción de 

amonólisis. Asimismo se comparó la enantioseJectividad de la reacción de amonólisis contra 

la de la hidrólisis, utilizando como sustrato un derivado (éster 2p cloroetilico) de Ibuprofen 

(89), La reacción de amonólisis catalizada por la ¡ipasa fue un orden de magnitud más 

enantioselectiva que la de hidrólisis (Esquema III.26). 

89 

CAL 

NH)/Dioxano(2 %) 
40 h, 30°C. 

. 

R-(-)-90 
56 'Yo, E-28 

ESQUEMA 111.26. Amonólisis enzimática enantioselcctiva de un derivado de ibuprofcn 

Como se aprecia del ejemplo anterior, y del siguiente, la resolución mediante 

amonólisis ó aminólisis puede ser una buena alternativa ó la única, respecto de la hidrólisis ó 

la transesterificación de sustratos racémicos. En el caso de los sustratos N-bencilazetidin-2-

carboxi lato de metilo (±)-9Ia y N-bencilazetidin-2-carboxamida (±)-92d, la resolución 

mediante hidrólisis con varias lipasas fue infructuosa.!13 Sin embargo, cuando N-alquil 
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azetidinésteres se sometieron a la amonólisis catalizada por CAL se obtuvieron los (R)-N

alquil-2-azetidinésteres (9 1 a-<l) y las (S)-N-alquil-2-azetidinearboxamidas (92a-d) con una alta 

enantioselectividad (Esquema 1I1.27). 

o O O 

~OM. 
CAL 

~NH , 0·.Jl oM• 
I-butanol saturado + 

N eon NH), 35°C N N 
1 1 1 

(R)-9Ia-<l R 91a.d R 92a-<l R 

R Conversión (%) ee dc la amida ee del éster 
a: beneilo 56 80 99 

b: p·mcloxibenci lo 54 84 99 
e: alilo 50 97 99 

d: bencidrilo O 

ESQUEMA nl.27. Resolución altamente enantioselectiva de N-alquil 
azetidin és teres mediante amonólisu catalizada por CAL 

Como puede verse en el Esquema 111.27, cuando el grupo alquilo fue el bencidrilo 

(9 Id), no fue aceptado por CAL, quizá por impedimento estérico. 

Sheldon el al., publicaron recientemente la resolución cinética dinámica de los ésteres 

de fenilglicina racémica, mediante una amon6lisis catalizada por CAL, en l-butanol saturado 

con amoníaco. Cuando el proceso incluyó la racemización in situ, la mejor conversión fué del 

85% y el e.e. de 73% en la amida de D-fenilglicina (importante en la síntesis de penicilinas y 

cefalosporinas semi-sintéticas).114 

4.4 AMlNÓLISIS QUIMIOSELECfIVA DE CETO-ÉSTERES 

La transformación quimioselectiva de compuestos di funcionales es un problema 

cruciaJ en síntesis orgánica. Por ejemplo los ~- ce t oés ter es (93) reaccionan con aminas 

primarias, a temperatura ambiente para dar los enaminoésteres (94) (Esquema III .28), y en 
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pocos casos se obtienen las amidas correspondientes. Por otro lado, los p-cetoésteres han sido 

los más estudiados en reacciones de amonólisis y aminólisis catalizadas por enzimas, y sus 

productos, las p-cetoamidas (95) son, como otros compuestos di funcionales mencionados 

antes, intermediarios muy versátiles e importantes en síntesis orgánica.II I.11 5 Por ejemplo, 

algunos son precursores de ácidos 3-aciltetrámicos, de gran interés médico y farmacológico, 

como los antibióticos tirandamicina y estreptolidigina, ó en la síntesis de lactamas y 

alcaloides, ó como precursores fotoquímicos de isocianatos. 

O O 

RyYlOE' 
R' (OMe) 

93 

Si n en zima 
T ambiente 

CAL 
Dioxano 

T a mbiente 

R' 

Á 
H 2N e H ) 

(±}18 

NHR'O 

RyOE' 
R' (OMe) 

94 

O O R' 

RJl JlN Á-CH , . 1, H 

R (R}-95 

R' %e.e. % Convers ión 
etilo 56 46 
pentilo >9 8 38 
fcnilo >9 8 43 

ESQUEMA 111.28. l~eacci o ne s de aminólisis quimioselectiva y enantiosclcctiva de 
P-cctoéstcrcs, eatatizada por CAL en dioxano como disolvente 

De manera análoga a la reacción de amon61isis previamente mencionada, los P
celoésteres (93) sufren las reacciones de arninólisis con aminas (tales como: alilamina, 

bencilamina y n-butilamina) sin centros quirales de una manera quimioselectiva (no 

reaccionan con el grupo carboni lo, en presencia de la enzima) para dar las amidas en buen 

rendimiento, y con aminas racémicas (18) reaccionan de manera estereoselecliva para dar las 

amidas (R)-95. lIS Con las aminas, 2-heptilamina y a-metilbencilamina, a temperatura 

ambiente, CAL como catalizador tiene una alta preferencia por la amina de confiuración "R" 
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(con otras aminas como 2-butilarnina no se obtienen buenos resultados). La relación de los 

sustratos fue de 1:1, y el e.e. fue muy bueno, en la mayoría de los casos probados (Esquemas 

111.25 y IlI.28). La reacción no catalizada condujo a los enaminoésteres (94), que a su vez no 

fueron sustratos para la aminólisis enzimática. En general , éste constituye un procedimiento 

sencillo y práctico para la preparación de p-cetoamidas mediante aminólisis directa de los P
cetoésteres, con rendimientos buenos y e.e's de moderados a buenos. 

4.5. QUIMIO- y REGIOSELECTIVIDAD EN LA AMINÓLISIS DE AMINO 
ALCOHOLES 

La monoacilación enzimática de aminoalcoholes fue inicialmente llevada a cabo por 

Klibanov e/. al., quienes observaron que compuestos difuncionales como los aminoalcoholes, 

pueden sufrir una acilacion enzimatica, de acuerdo con una elección apropiada del 

componente acHico. Utilizando 6-aminohexanol (96), ocurrió acilación quimioselectiva en el 

grupo ami no o hidroxilo, dependiendo del grupo acilante y de la enzima. La ANL catalizó la 

O-acilación con ésteres de ácidos carboxHicos (con butirato de 2--cloroetilo (97), en alcohol/

amilico a 45°), pero la N-acilación con ésteres de aminoácidos (con N-Ac-L-Phe-OetCI (98), 

en alcohol t-amilico a 45°). Un cambio similar en la quimioselectividad se observó con las 

enzimas de PsL y PPL (Esquema 111.29).1 16 

1i2N~OH 

96 

97 

ANL 

H 2N~O~ 

" o 

ESQUEMA 111.29. Reaccioncs de aminólisis quimio- y rcgioselectivas de 
amino alcoholes, catalizadas por lipasas en disolvente orgánico 
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La acilación bioquímica de péptidos es una función muy importante. Dentro de estos 

procesos tenemos la acetilación, miristoil ación y palmitoilación. Asimismo, los péptidos 

acilados con ácidos grasos, son "anclados" a liposomas, para ser translocados a través de 

membranas lipídicas, penetrando células intactas, así como a barreras hemato-encefálicas. Por 

lo anterior, sería de gran utilidad, realizar la síntesis in vitro de péptidos selectivamente 

acilados, con la posibilidad de vari ar los sitios de modificación.117 

De esta manera, en procesos quimio- y regioselectivos similares a los ya mencionados 

anteriormente, el dipéptido, L-Phe-a-L-Lys-O-r-Bu (101), Esquema 111.30, que contiene dos 

grupos amino, uno en la posición a del residuo de "Phe" y otro en la posición E del residuo de 

"Lys", de los cuales el grupo NH2 en la posición E fue aceti lado selectivamente con acetato de 

trifluoroet ilo en acetonitrilo a 45°C con 3 lipasas: ANL, PsL y CVL. 

° oOG 
~~ " , ' •• NH, 

U ~HAC 

11 0yO.' .bU 
/'-O/'...CF ) O ~ JL 
____ o Crt'" N N CF, 

LPL H H 
aceton ¡trilo ,.,.; NH Ac 

10 1 102 

ESQUEMA 111.30. Quimio- y regiosclcctividad cn la arninólisis del dipéptido L-l)he-L
Scr-NH-p-mlftilo, catalizada por lipasll en disolvente orgánico 

La regioselectividad en la posición E de las lipasa es notable, considerando Que no se 

detectó (por HPLC) la aceti laciópenzimática en la posición a, aún con exceso del acetato de 

triOuoroet ilo, y a pesar de que la acetiladón química con anhidrído acét ico produjo la mezcla 

de productos (d iacetilados en ambas posiciones, e ya). Otros disolventes mostraron la misma 

regioselecti vidad (alcohol /-butil ico, THF y diclorornetano). Asimismo, el mismo dipéptido 

fue acilado con los ésteres de trifluoroetilo de los ácidos mas largos: octanoico, mirístico y 

palmítico). y aromáticos (ácidos fenilacéticos). En todos los casos se observó el producto 

monoacilado (102) en la posición e regioselectivamente. 
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En el dipéptido (L)-Phe-(L)-Ser-NH-p-naftilo, el grupo preferentemente acilado con 

LPL (lipasa lipoproteica), fue el grupo hidroxi lo de "Ser" en preferencia al grupo amina de 

"Phe". 

La resoluci6n enzimática de arninoalcoholes no es fácil debido a que, en algunos casos 

se observa migración de acilo. En la resolución de 2-amino-I-alcoholes quirales con PPL y 

AcOEt a través de aminólisis, la enantioselectividad depende dramáticamente de la naturaleza 

del sustrato. Como ya se ha mencionado, en general se obtienen mejores resultados mediante 

reacciones de hidrólisis 6 transesterificación del alcohol N_protegido.II8-
121 En un ejemplo de 

resolución mediante amin6lisis, se intentó resolver el (±)-trans-2-aminociclohexanol (l03) 

mediante alcoxicarbonilación usando los reactivos: carbonato de dibencilo (104) y carbonato 

de dialila (reacción superior del Esquema 1I131). Con la enzima CAL, sólo se observó el 

producto (IS,2S)-N acilado de la aminólisis (105), sin detectarse el producto de la 0-

alcoxicarbonitación. I06 Se obtuvieron los (lS,2S)-carbamatos (105) en bajo rendimiento (con 

carbonato de bencilo, 18% y 88% de e.e. después de 6 días, y con carbonato de alilo 24% y 

82% de e.e. después de 58 horas), y los (IR, 2R)-lrans-2-aminociclohexanoles (106), sin 

reaccionar en bajo rendimiento y e.e. aún mas bajo que en el caso de los productos 

carbamatos. 

o 
Ph ............... OAO .............. Ph 

H 
t04 a N 1(" Ph a NH

• • 
CAL ""OH 

dioXll no OH 

o.NH, (IS,25)-10S (IR,2R)-106 

° ° 0yv
O 

H)COVOCH) OH 

(:t:)-10l a Nli OCH , (XNHl 107 • 
CAL -"'OH OH 

dioxano 

I07a, n- I , malonato (1 R,2R)-1 08 {IS,2S}-109 

1 07b, n- 3, glutarato 

ESQUEMA 111.31. Resolución de (±)-trans-2-aminociclobexanol mediante 
reacciones de alcoxicarbonilnción y acilación, catolizadas por CAL en dioX8 11 0 
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Ante estos resultados se realizó la acilación con diésteres (malonato de dimetilo (107a) 

y glutarato de dimetilo (107b) (Esquema 111.31), con los cuales los aminoalcoholes (trans-2-

aminociclohexanol (103) y trans-2-aminocic1opentanol) mostraron una excelente quimio 

selectividad en presencia de CAL, con dioxano como disolvente, aunque mostró una 

estereoselcctividad opuesta, sólo ligeramente superior con respecto a los carbonatos como 

agentes acilantes. Asimismo, el uso de otros disolventes, no mejoró los resultados de 

estereoselectividad obtenidos en dioxano. 

4.6. REGIO- Y ESTEREOSELECTIVIDAD EN LA AMINÓLlSIS DE U1ÉSTERES 

Antes se ha mencionado ya el uso de malonato de dimetilo como donador de acilo 

para la resolución enzimática de 2-aminoalcoholes cíclicos, así como de ,1,2-

ciclohexanodiamina (página 40, Esquema m .IO). Para este último caso, estos procesos son de 

gran interés, debido a la importancia de los productos intermediarios dimaloilados como 

materiales de partida para la síntesis de compuestos de importancia biológica, como 

poliaminas y aza-macrociclos (página 74, Esquema 1lI.43). Aparte del empleo de malonato de 

dietilo como donador de acilo, CAL es el mejor y más eficiente biocatalizador utili¡ado .en 

procesos de amonólisis y aminólisis de otros diésteres. Esta lipasa cataliza la amonólisis y 

aminólisis de succinato de dimetilo (I 10) con varias aminas (n-butil-, alil- y benci lamina) 

(Esquema 111.32). El disolvente juega un papel muy importante en esta reacción, y los mejores 

resultados se obtuvieron en dioxano (conversiones mayores a 95%).122 Con hexano, los 

tiempos de reacción requeridos para las conversiones fueron similares, pero con la formación 

de N-alquilsuccinimida (30-40% de rendimiento) como subproducto. Cuando se utilizan 

aminas racémicas (±)-! 8: ex-metilpropil, a-metilhexil y a -metilbencilamina, se obtienen los 

amidoésteres quirates correspondientes (113) y CAL es selectiva hacia el isómero "R" de la 

amina, en dioxano como disolvente. Pero a diferencia de las aminas primarias no racémicas. 

no se obtuvieron las N-alquilsuccinimidas en hexano como disolvente. 12J 
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La aminólisis de a-Illctilsuccinato de dimeti lo conduce a los amidoésteres 

rcgioisómericos aunque predomina aquél, en el que la aminólisis se efectú<l sobre el grupo 

carboxiJo menos impedido, yen este caso la amida que se obtiene es de configuración "R". La 

amon61isis de succinato de dimeti lo se ll evó a cabo a 30°C, usando una solución al 2% de 

amoniaco en dioxano, para dar el correspondiente amido-éster como único producto, en alto 

rendimiento. 

110 

R" n·buti l, ali l, beucil o 

MeO~N H. R 
O 

CAL 
Dioxano 

30°C 

CAL 
Dioxa no 

30°C 

111 

O 

MeO~NH_R 
O 

I{l .. etil, pentil , fenil 

+ ~:." 
O 

1 12 

ESQUEMA rn.32. RC:lcciones de aminólisis de succinato de dimctilo con 
formación de amidoés tcrcs simples y quirales, con CAL como catalizador 

Por otro lado, CAL mostró muy buena se lectividad en la aminólisis de diésteres (114) 

no activados y diaminas como los nuc1eófilos, para obtener los amidoésteres como (1 16), 

como único producto, con muy buenos rendi mientos y ut ili zando dioxano como disolvente, a 

temperatura ambiente. CCL y PsL mostraron muy baja actividad catalítica para el mIsmo 

proceso. Además, con (±)-1,2-propanodiamina (J 15), CAL mostró muy buena 

enantioselect ividad (e.e. =90%), (Esquema 111.33).124 
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. H O O 
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11 6 

ES Q UE MAII1 . 33.Sele~tividad en la aminólisis de diésteres no a~tivados y diaminas 
p ~ lra la obtención de amidoésteres, catalizada por CAL en dioxano 

Variando el componente nucleofilico, se probaron varias enzimas (CCL, PsL y CAL). 

con diésteres no activados y aminoalcoholes, por ejemplo el succinato de dimetilo ( 11 0) Y 3-

amino-I -propanol (1 18. m=l), pero sólo CAL mostró eficiencia catalítica, a temperatura 

ambiente. en dioxano. El producto principal fue el amidoéster (119 n=2, m=l). resultante de la 

monoaminólisis (Esquema IJI.34).12S 

M e O~OMe 

O O 

11 7 

CAL 
Dioxano 

JO°C 
11 9 

ESQUEMA 111.34. Quimioselectividad en la aminólisis de diésteres no activados y 
amino:llcoholes par .. la obtención de amidoéstercs, eatalizada por CAL en diolano 

En aras de estudiar el efecto de la geometría de un doble enlace sobre la actividad 

catalítica, y en virtud de que la síntesis de las monoamidas de diésteres a.,p-insaturados 

requiere de varios pasos para su preparación, Gotor el. al .• efectuaron la aminólisis de 

fumarato (120) y malcato de dietilo (121) con butilamina y otras aminas ( J22a-f) (Esquema 

1II.3 5) en dioxano Y. nuevamente, CAL como catalizador. Con fumarato de dietilo, en 
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presencia de la enzima se obtuvo la monoamida (1 24) como único producto, pero sin la 

enzima se obtuvo un alto porcentaje del aducto de Michael (123) y algo de materia prima 

(120). Con maleato de dietilo (121), se obtuvo como producto de la aminólisis. la misma 

monoamida (1 24) obtenida con fumarato, es decir con la geometría Irans. La formación de 

este producto debe transcurrir por isomerización de rualeato a fumarato via una secuencia 

Michael-retro-Michael. seguido de la aminólisis del fumarato más estable. 126 

(~OE' 
EIO y + 

o 120 

o NH·I{ 

EtO~OEt 
123 O R.N"'~ 120 + 

122.·, CAL /0 NfI.R 
E<O CAL 

6 'I ~ o N*.NJ\ 
EI0 r( H H J~OEI 

tOE' 
~OE I +R.NH,-C 

o 124 O 125 O 

120 + 

O NH-R 

12 1 + EIO~OE t 

123 o 
o 

121 

ESQUEMA 111.35. Estudio de las reacciones de aminólisis de los isómeros 
fumarato y maleato de dimeHlo, catalizadas por CAL en dioxano 

En este mismo trabajo, entre otras aminas probadas la aminólisis de ambos sustratos 

con isopropilamina (1 22b), y amoníaco, también conduce a los trans-monoamidoésteres como 

únicos productos. Con aminoetanol (1 22c), sólo se obtiene el producto de la aminólisis, y con 

diaminas (122e, f) , se obtienen las di amidas correspondientes (1 25). Los rendimientos son 

mejores para fumarato que para maleato. En ningún caso se obtienen monoamidas del 

l11alealo, por lo que se concluye en este trabajo, que es un mal sustrato para CAL, pero el 

fumarola permite obtener amidas de manera quimioselectiva. 
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Conde el. a/.,127 han estudiado la aminólisis de diésteres del ácido glutámico protegidos 

como Cbz (126a-b), utilizando diferentes ami nas primarias y CAL en éter di isopropílico como 

disolvente. La reacción toma lugar de manera regio- y enantioselectiva para producir las 

correspondientes monoamidas (127). Cuando la amina de partida es a-metilbencilamina 

racémica, sólo reacciona el enantiómero "R" de la amina. En todos los casos, sólo se obtienen 

las monoamidas, pero el rendimiento es dependiente de la influencia estéri ca del grupo 

protector (Esquema 1lI.J6). 

H NH-Cbz 
R O~OR + 

O O 

t 26a-b 122 b, g-j 

CAL 

i-Pr20. 4S-60°C 
Mallas molecula res 4Á 

1-24 h 

H NH -Cbz 
RI H N~OR 

O O 

127 

R: a= etHo,b"'be nci lo R I :b= i-propilo, g=n - pent ilo, h=ciclohex ilo, i= fen Ho. j= a-met il be nciJ 

ESQUEMA 1l1.36. Estudio de la aminólisis de diésteres del ácido glutámico N
protegidos, con aminas primarias y CAL en éter diisopropílico como disolvente 

Los ésteres etílico y bencílico no protegidos en el nitrógeno del ácido (R)- y (S)

glutárnico (126a,b, Cbz=H)), producen mediante cic1ización catalizada por CAL, a los ácidos 

piroglutámicos correspondientes (128a,b). 

RI-N H2 

122b. g-j 

NH-Cbz CAL yY CAL 
RO • .-l ........... OR • o OR -------. 
lí -.......... 1( i-Pr20, 4S-60°C ~ i-P r20.45-60°C 
O o Malla s molecu lares 4Á O Ma llas moleculares 4Á 

J 26a-b. Z"H '-24 h 128a -b 1-24 h 

R: a- etilo.b=bc ncilo 

F\. NH R I 

O~'N"Y 
H O 

12. 

98-99% de 
Rendim i(nlO 

RI: b"'¡-Pr zO. g_ pentil. 
h- cicJohexil, i- fenil 
j '" a-metil be ncil 

ESQUEMA 111.37. CicJización de ésteres del ácido glutámico N-protegidos para producir 
ésteres piroglutámicos y las reacciones de éstos con aminas en presencia de CAL 

68 



Antecedentes 

Estos ésteres piroglutámicos son sustratos altamente reactivos en la aminólisis 

catali zada por CAL para dar las amidas (129), y aunque la reacción exhibe algo de preferencia 

por el sustrato "S" del donador de acilo, la enantioselectividad es muy pobre. La 

enantioselectividad es alta, hacia el isómero "R", con las aminas quirales. como la o ~ 

melilbencilamina (Esquema 1I1.37).128 

En la producción del edulcorante aspartame, por la compañía. DSM Toyo~Soda. la 

proteinasa termolisina, exhibe alta regio y estereoselectividad, de tal manera que no se 

requiere protección del grupo carboxilo en posición p, ni activación del carboxi lo requerido en 

la fo rmación del enlace amida (carboxilo a). No ocurre racemización, por lo que se parte de la 

unidad del ácido aspártico quiral protegido con el grupo Cbz (130). La alta estereoselectividad 

por la enzima, permite utilizar el éster metílico de la fenilalanina racémica (13 1), porque se 

incorpora únicamente el D-aminoácido para dar el derivado (132), precursor de aspartame 

(Esquema 111.38). La regioselectividad mostrada, permitCl obviar la formación del producto 

rcgioisomérico, la amida-~ 133), en la síntesis química estequiométrica, el cual se forma en 

Ulla alta proporción. Además de reducir el rendimiento en la producción del edulcorante, la 

amida-p es amarga, y debe ser removida en una etapa posterior de recristalizaci6n.
l 29 

o NH-Cbz 

HO~ OH 
o 

130 

o 

. ~ OM' V ~H2 
13 1 

I ermolisina 

H OU;~Z \) COzM e 
o '" 

132 I ¿ 

Derivado de asparl ame'" edulcon nle 

o H 

HO~N CO:zMe 

CbZ-HN':-' H O "'(-.:' 

133 U 
Amida regioisomér ica del 
aspartame= amarga 

ESQUEMA 111,38. Regio- y estereoselectiyidad en la reacción de aminólisis del N·Cbz del 
:icido aS llá rtico Y el D1 ctilés ter de fcnilalanina t catalizada por termolisioa 
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Otro tipo de sustratos, en los que hidro lasas como proteinasas y lipasas tienen una gran 

oportunidad de exhibir su mayor especificidad de sustrato es en la producción de antibióticos 

como ampicilina (137) y amoxicilina (138), mediante la fonnación del enlace amido clave de 

6-APA (1 34) Y 7-ADCA (135) con D-fenilglicina (136), en medio bifásico o a través de los 

intermediarios convenientes en disolvente orgánico (Esquema 111.39). 

tl tl 

H ' )i ~ 
135 CO:z H 

Penicilin 8cilasa 
61ipasa en disolvente 

orgánico 

ESQUEMA 111.39. Rcacción de aminólisis de ácidos penicilámicos y fenllglicilla, 
catalizada por hidrolasas en disolvcnte orgánico 

Actualmente, los antibióticos que se mencionan, se producen vía química tradicional, 

pero tienen los inconvenientes de utilizar grandes cantidades de DMF como disolv: nte, 

generar grandes cantidades de sales, requerir de pasos de protección-desprotección y de 

activación de los intennediarios correspondientes, y usar bajas temperaturas (-500C). 130 

En la actualidad se está investigando para extender el uso de enzimas como penicilin

acHasa, para la condensación del núcleo de p-Iactama con D-aminoácidos. Los primeros 

estudios indican que la enzima es regioselectiva y pennite la fonnac ión del enlace amido, sin 

ocurrir la apertura del anillo de p-Iactarna. No obstante, un problema a resolver es la reacción 

de hidróli sis enzimática en el medio acuoso. El siguiente paso de la investigación en esta línea, 

es la síntesis enzimática, utilizando lipasas en disolventes orgánicos.131-13s 
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5. AMINÓLlSIS CON SELECTIVIDAD PROQUlRAL 

En el mismo orden de ideas, Gotor el. al. 136 reportaron la primera aminólisis de un 

diéster proquiral , el 3-hidroxiglutarato de dimetilo (139), con CAL como catalizador y 

dioxano como disolvente a 30°C, con varias aminas (n-butil-, alil- y bencilamina), y a 25°C 

con amoníaco en solución. Los rendimientos son muy buenos y el producto de la 

monoamidación, enantioméricamente puro, tiene configuración "S" (140). Otros disolventes 

fueron menos adecuados (por ejemplo, la reacción fue más lenta con hexano), pero el cambio 

del mismo no influyó en la enantioselectividad. En cualquier caso, CAL solo transformó el 

grupo éster pro-R, produciendo la monoamida con configuración "S", independientemente de 

la amina utilizada. 

Otras enzimas como PsL y CCL, no produjeron la aminólisis ó amon6lbis, aún 

después de tres días de reacción (Esquema lIlAO). 'J6 La pureza enantioménca de las ,(S)

monoamidas (140) se detenninó derivatizando con el reactivo de Mosher (MTPA-CI), cuyo 

espectro de RMN_F I9 mostró sólo una señal, en contraste a los MTPA-ésteres derivados del 3-

hidroxiglutarato racémico, el cual mostró dos señales bien resueltas. 136 

o OH O CAL O OH O 

~ + R-NH 2 -d"'¡"'o-xa-n-o-
MeO OM. JO.C MeO~NH-R 

(S)- 140 139 

R 1, h 
n-butil 9 
alll 8 
bencil 9 

%Rendim iento 
96 
9S 
98 

% e.e. 
>99 
>99 
>99 

ESQUEMA 111.40. Reacción de aminólisis de un diéster proquiral, con CAL como 
catalizador y dioX8110 como disolvente con varias aminas 
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6. PROCESOS DE DOBLE RESOLUCIÓN ENZIMÁTICA 

El autoreconocimiento quiral del nucleófilo y del donador de acilo, ocurre en sitios 

diferentes de la enzima. Si ambos reconocimientos se llevan a cabo simultáneamente, se 

efectúa un proceso "doblemente enantioselectivo". Algunos de estos procesos de reacciones 

doblemente enantioselectivas, ya se han mostrado y proceden con diasteroselectividades 

modestas.90, lJ7,m 

En la mayoría de los casos la enantioselectividad de la enzima hacia un sustrato dado, 

por ejemplo el donador de acilo, es afectado por la estructura del aceptar de acilo y viceversa. 

Esto implica que aunque se obtengan a1tas enantioselectividades en la resolución cinética 

simple de los dos sustratos, no hay forma de predecir el resultado del proceso de la doble 

resolución cinética. Sin embargo, un buen criterio de selección de los sustratos para un 

proceso doblemente enantioselectivo es que las resoluciones simples de los sustratos sean muy 

altas. 

En el siguiente ejemplo a continuación (Esquema I1I.41),. 1J7 se llevó a cabo la reacción 

de aminólisis catalizada por CAL de (±)-4-cloro-J-hidroxibutanoato de etilo (141) con aminas 

racémicas (±)-30 (2-furi letilamina y 2-feniletilamina), en dioxano a 30°C. 

CH 
J..' 

H1N R 

(±)-30 

CAL 
dioxano 

30°C 

It: ¡¡ .. 2.fll rilo, b" fcuilo 

OH o 
C I ~OMe OH O I,;H) OH O CH) 

.------ CIJ-J J-... +C I ~ + ...l 
(±){141) ~ R OMe H1N R 

O OH O 

~ MeO 139 OMe 

(3S,I'RH42 (R}-(141) 

ed : R, 1- 96 %. R,b- 99% 

O OH O p i ) 

MeO~NAR 
" {3S.1'R)-143 

ed: R, a- 96 %, R, b- 98% 

CH, 

+ ¡.J1NAR 

(S)-30 

(S)·30 

ESQUEMA 111.41 . l)rocesos de doble resolución enzimática altamente diasteroselectivos, 
catalizados por CAL 
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La enzima solo catalizó la aminólisis, obteniéndose las amidas ( 142) de configuración 

(3S,l'R) en alto e.d (96-99%), dependiendo de la conversión y de la amina. En las mismas 

condiciones, se llevó a cabo la asimetrización-resolución de 3-hidroxiglutarato de dimetilo 

(139) con la 2-feniletilamina y 2-furilamina anteriores, en las condiciones descritas arriba. Los 

e.d's en este caso fueron muy altos (96 y 98% respectivamente), para producir las amidas 

(143) de configuración (3S,l'R), similar a las del proceso anterior. 

7. SÍNTESIS ASIMÉTRICA MEDIANTE PROCESOS DE AMINÓLlSIS 

7.1. Sintesis de (R)-GABOB 

Son contados los ejemplos que se pueden encontrar en la literatura con relación a la 

síntesis quimicoenzimática, en el que se involucre un paso de amonólisis ó aminólisis 

cnzimática como un evento crucial de la secuencia sintética. Los ejemplos encontrados 

corresponden a quien sin duda, es el "padre" de esta línea de investigación, el Dr. Vicente 

Gotor y su grupo en la Universidad de Oviedo, en España.1J6 A continuación, se muestra la 

secuencia para la síntesis de (R)-GABOB (148), en la que el paso clave es asimetrización 

enzimática mediante una reacción de amonólisis del3-hidroxiglutarato de dimetilo (139), para 

dar la amida (R)-144 enantioméricarnente pura, (Esquema 1Il.42). 

o 
° OH ° CAL o OH o .)lel 

McO~O MC N H ,t di oxa n~ MeO~NH2 piridina 
139 T ambicntc (R}144 

98$ 
coanOom6ricamcntc puro 

Hg(AcOh, NBS o OAc HCI2N o OH 

~N H CbZ I 11 , NII Cbz 
l'hCH20 H MeO H O~ 

(R)-146 {R)-I47 

o OAc 

McO~ NHJ 
(R)-1 4S 

o o OH 
, 11 I NH 
H O~ 1 

Pd-C 
(R)-1 48 

ESQUEMA 111.42. Síntesis de (R)-GABOB, mediante UD paso clave altamente 
cDantioseJectivo de asimdrización enzimática de amonólisis del 3-hidroxi 
glutarato de dimetilo 
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7.2. Síntesis de Aznmacrociclos ópticamente activos 

El diseño y síntesis de moléculas receptores orgánicos capaces de enlazar especies 

aniónicas es de un gran interés a los campos de la química y la biología. Estos compuestos 

exhiben sitios enlazantes cargados positivamente a pH's neutros, y se han investigado 

ampliamente sus propiedades de complejación de aniones. Además de las interacciones carga

carga, factores estructurales como el tamaño de la cavidad del macrociclo ó el número de 

nitrógenos juegan un papel importante en su función enlazante. A continuación se describe el 

proceso de síntesis de 2 poliaminas macrocíclicas con anillos de 22 miembros ópticamente 

, l ' d b" 1 di ' G 139 140 activas, rea Iza as tam len por e grupo e protesor atar. ' 

C(H, 
NH, 

(±)-trans-4 1 

I 
TS - HND. .. a NH

-
n 

I 

TS-HN" NH-Ts 

Co nversión - 45" 
E1"'45 

149 

154 

ESQUEMA 111.43. Síntesis de poliazamacrociclos quirales, a través de un paso clave de 
doble resolución enzimática de ciclohex3no-l,2-diamina, con malo nato de dimetilo como 
agente acilante y CAL como catalizador 
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Nuevamente, aquí el paso clave, lo constituye la doble resolución enzimática de la 

ciclohexano-I,2-diamina (±)-4 I, con 2 moléculas de malonato de dimelilo como el agente 

acilante. El producto de la doble resolución (RR)-46, conlleva los centros quirales que habrá 

de portar el macrociclo final ( 154), obtenido mediante la secuencia sintética a través de los 

intermediarios (152) y (153) (Esquema 1Il.43). Alternativamente, a partir de la diamina 

enantiomérica obtenida en la doble resolución enzimática, la (S,S)-ciclohexano-I,2-diamina 

(4 1), mediante la secuencia química indicada en el Esquema HI .43, produce el macrociclo 

(J 51), a través de los intermediarios (149) y ( 150). Todos los intermediarios y productos de 

ésta síntesis son enantioméricamente puros en virtud de la alta enantioselectividad obtenida en 

la doble resolución enzimática de partida. 

7.3 Síntesis de un sintón heterocíclico quiral 

El siguiente trabajo se inició con la resolución, mediante amonólisis catalizada por 

CAL, del (±)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etilo (155), para obtener los dos enantiómeros de 

la 4-cloro-3-hidroxibutiramida (156) con alta pureza enantiomérica, lo cuál está determinado 

por las cuidadosas condiciones de la reacción de resolución catalizada por CAL (Esquema 

111.44). El enantiómero (S)-156 que se requiere para la sintesis de los enantiómeros de (S)

pirrolidin-3-o1 (157) y (R)-5-(clorometil)-1 ,3-oxazolidin-2-ona (158), se obtuvo con un exceso 

enantiomérico del 93% en 1.5 horas, mediante la amonólisis catalizada por CAL en dioxano. 

Si la reacción de amonólisis con CAL como biocatalizador se realiza en 6 horas, en el mismo 

disolvente, la pureza enantiomérica de (S)- 156 es menor, e.e. =81 , pero la pureza 

enantiomérica del éster recuperado R-(15S) es de 98%. A partir de este sustrato, se obtuvo la 

(R)-amida (156) mediante la amonólisis catalizada por CAL, efectuada en ,-butanol a 

temperatura ambiente durante 72 h. La conversión para esta reacción fue completa, con un 

rendimiento del 90% en el producto. El compuesto (S)- 157 se ha utilizado como precursor de 

productos de interés medicinal (precursor de alcaloides y derivados de p-prolina), mientras 

que el compuesto (R)-158 es un precursor de bloques constructores de isósteros 

hidroxietilénicos.1 41 
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ESQUEMA In.44. Resolución altamente enantioselectiva mediante amonólisis catalizada 
por CAL de (±)-4-cloro-3-bidroxibutanoato de etilo en un paso clave para la síntesis de 
los beterociclos pirrolidin-3-ol y S-(clorometil)-1,3-oxazolidin-2-ona 

Finalmente, en otro tipo de aplicaciones biocatalíticas, se ha reportado la aciladón 

enzimática de aminoácidosl42 y de aminoazúcares l41 con lipasas (por ejemplo las RML y 

CAL), con ácidos carboxílicos para la síntesis de surfactantes biodegradables. 

8. OTROS PROCESOS RELACIONADOS A LA AMINÓLISIS ENZIMÁ T1CA 

8.1 TRANSAMIDACIÓN 

Como complemento de la aminólisis enzimática de ésteres, se tiene la reacción .de 

transamidación, la cual se sabe que es un proceso dificil y se requieren condiciones especiales 

para que se lleve a cabo (Esquema lII.45). Cuando se parte de la 'amida (±)-N-trifluoroetil-2-

cJoropropanamida (159), CCL cataliza la reacción de transamidación con aminas alifáticas y 

aromáticas, obteniéndose la correspondiente amida quiral, y aunque tanto el rendimiento 

químico como el óptico de las amidas obtenidas de esta reacción son mas bajos que los de la 
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reacción de aminólisis de los ésteres, constituye el único ejemplo conocido de transamidación 

catali zada por una ¡ipasa.su 

o 
'- Jl . ~ 
y~ -""eF) ;: 
el 

(±)-159 

eeL 
• R-NH, 

Hexano 6 CCI4 

R= alquilo ó 
a r ilo 

o 

yNHR 

el 

5 1-(5) 

ESQUEMA III.4S. Reacción de transamidación catalizada por CCL 

8.2. ALCOXICARBONILACION ENZIMÁ TICA 

La reacción de alcoxicarbonilación enzimática. ha sido poco investigada, pese al hecho 

de que este es un proceso de gran utilidad, en virtud de que pennile la posibilidad de introducir 

grupos activantcs ó protectores en alcoholes y aminas. Por ejemplo, la aplicación se ha 

utilizado en la alcoxicarbonilación regioselectiva de carbohidratosl 44 y nucleósidos. 14s.141 Los 

carbamatos son productos de gran interés en química medicinal, y aunque existen métodos 

químicos descritos para diferentes clases de carbamatos, la alcoxicarbonilación enzimática de 

aminas es una metodología de valor para la preparación de estos compuestos importantes. Para 

efectuar este proceso, se han estudiado varios agentes de alcoxicarbonilación; ya se han 

mencionado los carbonatos de alquilo, que son menos reactivos que los ésteres 

correspondientes en procesos enzimáticos, pero en este caso los carbonatos de alquil vinilo son 

útiles para alcoholes y aminas. En esta reacción de alcoxicarbonilaci6n de aminas racémicas 

(18) con carbonatos de n-butil y n-octil vini lo (160a,b), se obtienen los carbamatos quirates 

correspondientes (16 Ia-c) en rendimientos moderados, en presencia de CAL como 

biocatalizador (Esquema Ill.46). La enantioselectividad del proceso depende de la naturaleza 

del sustrato y del disolvente. En todos los casos, la amina de configuración "R" reacciona más 

rápido. 141.149 
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160a,b (±) 18 

R:a::: n-octil , b::: n·butil 
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Antecedentes 
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ESQUEMA 1IJ.46. Sin tesis de carbamatos quirales mediante la 
alcoxicarbonilación de aminas racémicas con carbonatos de alquil vinilo usando 
CAL como biocatalizador 

Con la combinación de aminas primarias de cadenas alquílicas medianas y carbonatos 

de vinilo racémicos se obtienen los (S)·carbamatos correspondientes con alta 

cnantioselectividad.1so 

La doble akoxicarbonilación enzimática enantioselectiva de anunas (±)-18 con 

carbonatos de vinilo racémicos (162) produce los carbamatos (163) con dos centros 

eSlereogénicos. Este proceso muestra que el uso de enzimas con el par apropiado de amina

carbonato de vinilo da lugar a los uretanos con dos centros estereogénicos en un paso y con un 

alto exceso enantiomérico (Esquema IB.47). 151 

(±) 18 

R R' tiempo (h) 
fenilo feni lo 8 
fenilo n-pentilo 24 
n-hexi lo feni lo 30 

CAL 

hcxano 
30"C 

% Conversión 

53 
42 
44 

163 

% e.e. (SRlRS) %e.d. 
69 68 
76 88 
81 65 

ESQUEMA 11[.47. Síntesis de uretanos con dos centros quirales con altos e.e's, mediante 
una doble alcoxicarbonilación enzimática de aminas racémicKS con carbonatos de alquil 
vini lo racémicos 
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Recientemente se ha mostrado que carbonatos de dialquilo y de dibencilo simetricos, 

producen los carbamatos correspondientes, mediante catálisis con CAL en disolventes 

orgánicos. No obstante, las velocidades de reacción son menores en comparación con las de 

los ésteres, y entre diferentes carbonatos varía en el orden: carbonato de dibencilo :::::: carbonato 

de dibutilo > carbonato de dietilo > carbonato de dimetilo. Asimismo la aminólisis de 

carbonato de dibencilo con bencilaminas quirates, produjo las correspondientes 

benciloxicarbonilaminas enantioméricamente puraS. IS2 

8.3. PROCESOS DE HIDRAZINÓLlSIS y OXlMÓLlSIS ENZIMÁTlCA 

Las lipasas son capaces de aceptar otros nucleófilos nitrogenados además de amoníaco 

y aminas, tales como oximas (1 64a-c), hidrazinas (167a,b), hidroxilamina y carbonatos mixtos 

de las mismas. PPL y Cel muestran actividad catalitica similar en el proceso ilustrado en el 

Esquema m.48, y con las lipasas ANL y HLL, los oximinésteres (166a-<:) se obtuvieron en 

rendimientos bajos, con carbonato de alilo (165) como agente acilante (Esquema lll.48) .• SJ 

R' 
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o 

+~o )l o~ 
R' 

164. -c 165 

164a : R1 =etilo, R2
c eti lo 
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164c: R l=fcn ilo,R2=fen ¡lo 

Lipa sa P de Am ano R2 

Aceta to de etilo 
50' C, 12 h 

,>=N-O~O~ 
R' II 

O 
166.-c 

Rendimiento (%) 

166a : 87 
166b: 88 
166c: 79 

ESQUEMA 111.48. Procesos general de oximólisis catalizada por enzimas en disolvente 
orgánico 

Por su parte, se obtuvieron buenos resultados en la reacción de hidrazinólisis de 

hidrazinas (I67a,b) con acetato de etilo, con la lipasa uP" de Amano, y sólo moderados con las 
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lipasas: CCL, RAL, ANL, CCL, y las proteinasas subtil isina Carlsberg y papaína (Esquema 

1lJ.491 >4 

Acetato de et ilo 

R' 
I 

+ ... N .. I 
H2N R 

167a,b 

Lipasa 

25-60"<: 
48 h 

• 

a: R1-C0 2Me 
b: R2"'H 

Rendimiento-90"1o con Lipasa "P" de Amano 
Rendimiento·SOo;. con PPL 

168a,b 

ESQUEMA IJI.49. Procesos generales de bidrazinólisis catalizada 
por CAL en disolvente orgánico 

Reacciones relacionadas son la alcoxicarbonilación regioselectiva de nucleósidos (169) 

con alcoxicarbonil-O-acetoximas (170a-c), con la participación de PsL y CAL. Esta última 

mostró mayor amplitud de sustrato, pero diferente regioselectividad (Esquema 111.50). '" 

HOp 
OH 

lO' 

+ 

R- 1: Cbl-Gly, 
b: Cbl·jl·ala, 
e: Cbl-Q·, I, 

CAL 

THF Ó dioxano OH 

17' 
Mayor itario 

L
.....::..:::._HOp B P,L 

dioxa no 

0[(" 
° 172 

:Op 
0[(" 
° 172 

Minor itario 

ESQUEMA In.50. Reacciones de alcoxicarbonilación regiosclectiva de 
nuclcósidos con alcoxicarbonil-O-acetoximas con la participación de PsL y CAL 
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Antecedentes 

Algunos homólogos derivados de carbonatos se utilizan en la preparación de carbazoil

derivados de nucleósidos y alquilidencarbazoil-derivados de nucleósidos que han surgido 

como objetivos moleculares, debido a que combinan características estructurales análogas a 

las encontradas en nucleósidos terapéuticos y nucleósidos con actividad fungicidalherbicida. l s6 

Un estudio de la regioselectividad de la reacción de alcoxicarbonilación catalizada por CAL en 

diferentes disolventes, muestra la utilidad de modificar las condiciones experimentales. así 

como la influencia de la estructura del sustrato en la obtención de sintones del anillo A de la 

vitamina D) y análogos de la misma. 1S7 

Recientemente, Sheldon el. a/., han publicado la fonnación de díacilhidrazinas 

mediante la acilación enzimática de acilhidrazinas, como una técnica alternativa para la 

resolución indirecta de ácidos carboxílicos. Esta metodología eventualmente se probaría para 

resolver ácidos carboxílicos, que son por ejemplo, por razones estéricas, poco reactivos para la 

resolución cinética enzimática convencional. En este trabajo, se probaron enzimas y 

disolventes en la acilación de lUla hidrazida racémica de ibuprofeno (175), obtenida en un paso 

previo a partir del éster (173) (Esquema 1lI.51 , ruta a).'" La enzima mas eficiente fue CAL, y 

el disolvente que di6 mejores resultados fue {-butano!. En este caso, la resolución cinética del 

compuesto acílico (173) se realizó indirectamente a través de su conversión en un compuesto 

nucleofilico como la hidrazida del mismo (175). De acuerdo con su reacción natural, las 

lipasas necesitan más espacio en el subsitio enlazante al nuc!eófilo (diacilglicerol), que en el 

subsitio enlazante al ácido graso. De aquí que las lipasas generalmente acomodan nucleófilos 

voluminosos en el subsitio aceptar. Mientras que la porción de acilo esta sujeta a restricciones 

estéricas más severas. IS9 De esta manera, la acilhidrazida de ibuprofeno (175) es aceptada 

como nucleófilo por varias enzimas (lipasas CAGB (SP525), CAL-A (SP526), PAL, LPL, 

RML, CRL (CCL) y PSL); aunque las velocidades iniciales para cada lipasa fueron diferentes, 

en general, las reacciones fueron relativamente rápidas. En el caso de las ¡ipasas, LPL y CAL 

se alcanzó una conversión del 100% en la diacilhidrazida correspondiente (176), en 24 horas. 

Esto contrasta con los modestos resultados obtenidos cuando el éster de ibuprofeno (173) se 

utiliza como componente acilico, y octanoilhidrazida (174) como el nucleófilo (Esquema 

IlI.51 , ruta b). En este caso, los procesos transculTieron más lentamente y la 
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enantioselectividad fue más baja que en el proceso alternativo anterior, aún disminuyendo la 

temperatura. I SI 

o 

173 Ruta b) 

Lipasa 

o 
)l 

C,H 1S NHNHa 

(' )-174 

Ruta o) 

Lipasa 

o 

o 
176 

ESQUEMA 11I.51. Resoluciones alternativas de ácidos carboxílicos mediante 
hidrazinólisis enzimática con CAL 

9. SUSTRATOS "NO ACILíc o s " DE LA L1PASA DE Clllulid" ."/,,re/iea EN 
PROCESOS DE AMINÓLlSIS 

Finalmente, en nuestro conocimiento, poco se ha publicado respecto de sustratos "no 

acilicos", es decir, compuestos que no sean derivados de ácidos carboxílicos. Kamal y Rao 

describen a algunos epóxidos como (177a-d), como sustratos "donadores" para enzimas como 

PPL, CCL, RML (ésta inmovilizada a un soporte microporoso), reaccionando con aminas 

como 2-propilamina (no se mencionan más aminas en el presente trabajo), en varios 

disolventes orgánicos (hexano, THF, tolueno y acetato de etilo). Las enantioselectividades del 

proceso son altas, produciendose las (S)-propanolaminas (178a-d) con e. e.'s altos, del 80 al 

99% (Esquema 111.52). '60 
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R' 
a : H 
bo H 
e: OCH) 
e: H 

Lipasas ó 

subtilis ina 
tolu eno 

R' % Conve rs ión 
HI 29 

el 43 
H 36 
NHC OCH 3 41 

Antecedentes 

% e.e . 
90 
92 
99 
80 

ESQUEMA In.52. Epóxidos como sustratos "donadores" para lipasas y subtilisina 
en una reacción de aminólisu en disolvente orgánico 

Como puede verse de esta reseña, en los últimos años, las lipasas pueden catalizar muy 

eficientemente procesos de aminólisis y (otros relacionados a ésta) de ácidos y sus derivados 

en disolventes orgánicos, con control de la quimio-, regio- y estereoselectividad, mediante una 

variedad de reacciones que incluyen diversos aceptares de acilo (ésteres de vinilo, rcnilo, 

oximinoésteres, ésteres simples y activados, carbonatos, pirocarbonatos, anhídridos mixtos, y 

hasta epóxidos) y variados nuc1eófilos (alcoholes, peróxido de hidrógeno. y en particular 

nitrogenados como: amoníaco, hidroxilamina, hidrazina, hidrazidas, ami nas y oximas) no 

naturales, para producir compuestos de gran diversidad estructural e interés. Finalmente, no 

queda duda que la principal aportación de las enzimas sea su capacidad para ejercer diversos 

niveles de selectividad (quimio-, regio- y estereo-) y especificidad a las reacciones orgánicas. 

con su contribución a la determinación de configuraciones relativas, y a la síntesis orgánica 

asimétrica de productos naturales, farmacéuticos y de la química fina, así como saborizantes y 

fraganc ias industriales. Actualmente, es cada vez más interesante el conocimiento de que las 

enzimas pueden trabajar en condiciones extremas (además del uso de disolventes orgánicos), 

tal es el caso de subtilisina que puede actuar bajo alta presión (150-400 MPa). acelerando 

tanto procesos de hidrólisis como de síntesis. Desde un punto de vista práctico, un aumento en 
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la presión y una disminución del ataque por el agua favorecerá la síntesis de péptidos. Esto 

puede lograrse introduciendo un disolvente orgánico acoplado a un reactor presurizado,I61, 162 

En el mismo orden de ideas, la combinación única de una alta actividad catalítica con 

estabilidad química y mecánica, ha conducido al desarrollo de la reciente Tecnología de las 

Enzimas Cristalinas Entrecruzadas (CLEC de Cross-Linked Enzyme Cristals). que produce 

biocatalizadores que poseen una mayor estabilidad contra la desnaturalización por el calor, 

disolventes orgánicos y la autoproteólisis, lo cual les hace extremadamente útiles. Esta 

tecnología es de amplia aplicación a una variedad de proteínas, y existen ap licaciones 

interesantes en el campo de la biocatálisis preparativa o sintética y ha atraído la atención del 

no "enzimólogo" ,163, 164 
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IV. JUSTIFICACIÓN 



Juslijicación 

La aminólisis, como una reacción general para ésteres y lactonas, se ha reportado en 

condiciones muy variadas, sin embargo, sólo permite obtener amidas ó hidroxiamidas 

relativamente simples, debido a las condiciones de reacción. Por ejemplo, las dialquilarnidas 

de aluminio, penniten convertir ésteres en amidas en rendimientos moderados, aunque con 

lactonas se obtienen hidroxialquilamidas. Por otro lado, el uso de alquilaminoestananos 

permite obtener 2-hidroxialquilamidas a partir de las lactonas respectivas y el aminoestanano 

apropiado, pero el proceso se realiza en dos pasos y los rendimientos son moderados. De 

fonna similar, se ha descrito el uso de tricloruro de aluminio para promover la amidación, y 

aunque los rendimientos son de moderados a buenos, el método no es aplicable a 2-

hidroxiésteres, para obtener las 2-hidroxiamidas correspondientes, 16S.170 

Como ya se ha descrito en los Antecedentes, en los últimos años se ha venido 

estudiando la reacción de aminólisis enantioselectiva de ésteres racémicos con aminas, 

utilizando diferentes hidrolasas (Iipasas como: CAL, PsL, CCL 6 proteasas como la 

quimiotripsina, la tripsina, papaína, subtilisina, entre otras), pero existen muy pocos reportes 

acerca de la aminólisis enantioselectiva de hidroxiésteres (sólo para 3-hidroxiésteres, y sólo un 

estudio parcial aparecido durante el desarrollo de este trabajo, respecto a la misma reacción 

c0I12_hidroxiésteres). 10I ,102, I04,1 16 

Adicionalmente a lo anterior, y en virtud de que los productos y sus derivados, así 

como los productos de la reducción química, es decir los 2-amino alcoholes, son importantes 

bloques constructores ó productos bioactivos interesantes,I7I-I72 que están presentes en 

numerosos productos naturales y son útiles precursores de heterociclos como aziridinas, 

oxazoles y derivados,l73 es de máximo interés abordar la ruta entimática equivalente, para la 

síntesis de 2-hidroxiamidas, para la cual no se tienen muchas alternativas excepto los pocos 

trabajos encontrados a la fecha. 
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V. HIPÓTESIS 



Hipótesis 

La especificidad de algunas hidro lasas puede ampliarse a sustratos no naturales para las 

mismas. a 2~ hidro x i ésteres y 2-cetoésteres no reportados al presente en la literatura 

especiali zada, para la reacción biocatalizada de arninólisis en disolventes orgánicos. Así. las 

hidrolasas seleccionadas pueden exhibir un buen grado de control estereoquímico en los 

sustratos, de enantioselectividad y regioselectividad en los 2-hidroxiésteres y 

quimioselectividad en los 2-cetoésteres, por la influencia del grupo funcional en la posición 2. 
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VI. OBJETIVOS 



Objetivos 

OBJETIVO GENERAL 

Ampliar la utilidad de las enzimas del tipo de las hidrolasas (Iipasas y proteinasas), 

para la síntesis de un rango de 2-hidroxiamidas y 2-cetoamidas, mediante el estudio de los 

requerimientos estructurales de los sustratos (ésteres y ami nas), de una variedad de enzimas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Efectuar la síntesis química de los productos involucrados: 2-cetoéstercs, 2-cetoamidas. 2-

hidroéstercs y 2-hidroxiamidas. 

2. Probar la síntesis enzimática para los productos del punto anterior, utilizando las materias 

primas correspondientes (2-hidroxiácidos, 2-hidroxiésteres y 2-cetoésteres y ami nas), y varias 

enzimas del tipo de las hidro lasas: (Iipasas, proteinasas y esterasas), en disolventes orgánicos 

anhidros. 

3. Analizar el decto de la estructura de los sustratos, considerando el rendimil:nto químico, el 

exceso cnan tiomérico ó valor E, In quimio- y estereoselectividad de la aminólisis 6 amonólisis. 

4. Optimizar las condiciones de la biocatálisis para los sustratos y enzimas que produzcan los 

mejores resultados en el disolvente más adecuado y probar la metodología en la síntesis de un 

producto de interés biológico. Este último objetivo será opcional, dependiendo de los 

resultados obtenidos. 
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VII DISCUSIÓN DE RESULTADOS 



Discurión 

1.- PROTOCOLO GENERAL PARA LA OBTENCION DE SUSTRATOS Y 
PRODUCTOS MEDIANTE SINTESIS QUIMICA, O CON EL USO DE ENZIMAS: 

De acuerdo con los antecedentes descritos, hasta el año de 1996 cuando se planteó el 

desarrollo de este trabajo, no había reportes de la aminólisis enzimática de 2~hidroxié s tere s. 

Sin embargo, durante el transcurso del presente trabajo, en 1997 apareció un reporte,l04 de la 

aminólisis de dos de los 2-hidroxiésteres propuestos en el presente trabajo (el ácido láctico y el 

ácido mandélico), aún asi nos pareció apropiado seleccionar a los mismos 2-hidroxiésteres y 

otros no probados hasta esa fecha No obstante lo poco que se ha hecho con estos sustratos, 

existen reportes de otros métodos de resolución enzimática de 2_hidroxiésteres.114
-
119 

La estrategia experimental general realizada se ilustra en el Esquema VII. l . Asimismo, 

la metodología general, esquematizada en la Figura VII.l , se llevó a cabo para la arninólisis 

tanto química como enzimática de los 2-hidroxiésteres con aminas, de acuerdo con la siguiente 

secuencia experimental : reacción química y/ó enzimática de los sustratos en el disolvente 

orgánico, el seguimiento de la reacción mediante técnicas cromatográficas (CCF, CG-EM), 

purificación mediante las técnicas cromatogníficas comunes (Ce, eCF preparativa), 

recristalización 6 destilación, así como la caracterización de productos d~ partida. productos 

intermediarios y finales, mediante los métodos instrumentales clásicos (IR, RMN-1H, EM); así 

como la determinación de la pureza óptica, e.e., y el rendimiento químico ó % de conversión 

de la reacción. 

92 



Dú'cusión 

SINTESIS QUíMICA 
DE PRODUCfOS 

~ 
~ 

, < • ' .~A PRELIMINAR 

DE 2-HIDROXIESTERES 

~ .;;. 

2-HIOROX I PROPANOA~;;' ~~~:~';'LO 
ICON DIFERENTES AM INAS EN non ;..; 

t 
AM INÓLlS IS DE ÉSTERES DEL ÁCIDO 2-

HIDROXIPROPIÓNICO CON II-BUTILAMINA 

CATALIZADA POR CAL EN DlOXANO 

t 
AM INÓLISIS DE 2-HIDROXIÉSTERES ESTU DIO DE LA ESTEREQSELECfIVIOAD 

CON II-BUTILAMINA CATALlZADA DE LA AM INÓLISIS DE 2-HIOROXI 

POR CAL EN DlOXANO ÉSTE RES CATALIZADA POR CAL EN 
1lI0XANO 

-+ 
EFECTO DE LA AM INA EN LA CG-EM MÉTODO 

AMINÓLlS IS CATALIZADA POR CAL DE QUIRAL HPLC DE 

2-HIDROXIESTERES EN DIOXANO QUIRAL MOSHER 

.. 
EfECTO DE LA ENZIMA EN LA 

AMINÓLlS IS CATALlZADA DE 

l -HIOROX IÉSTERES EN DIOXANO 

t 
EFECfO DEL DISOLVENTE EN LA 

A.MINÓLlSIS CATAUZADA POR 

CAL DE 2-HIOROXIÉSTERES .. 
ESTUDIO DE LA AM INÓLlSIS 

DE DlESTERES FUNCIONALIZADOS 

CATAUZADA POR LIl'ASAS 

ESQUEMA VII. l. Estrategia experimental 
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Metodología general 

Reacción enzimática Monitoreo 

, 
1- , 

TLC 
HPLCI
GC 

Purificación 
del 

producto 

Caracterización 

, Propiedades físicas 
p.f, p .e. 

, Métodos instrumentales 
IR, RMN, UV, CG-EM 

, 

, 
1-, 

Rendimiento 

% de Conversión 
Pureza óptica 

FIGURA VII. \. 

Discusión 

2. AMINÓLISIS QUÍMICA: I'REPARACIÓN DE SUSTRATOS Y PRODUCTOS (NO 

ASEQUIBLES) MEDIANTE SíNTESIS QUÍMICA 

En estc punto se di scute la preparación química de algunos dI! los productos propuestos 

en los objetivos del trabajo, requeridos para la validación estmctural de los productos objetivo 

de las reacciones enzimáticas: 2-hidroxiésteres y 2-hidroxiamidas. 

Dos de los 2-hidroxiésteres: 2-hidroxioctanoato de etilo (36) y 2-hidroxiisovalerato de 

etilo (37), se prepararon mediante la técnica de activación del ácido carboxílico con DCC y 

condensación con etanol absoluto. debido a que el método es más efi ciente que la técnica de 

Fisher trad icional y se disponía de los mismos en poca cantidad. Los rendimientos en cada uno 

de los 2-hidroxiésteres mencionados fueron del 900/0 en el producto puro. 1&0-182 

94 



Discusión 

En cuanto a las 2-hidroxiamidas (8- 13), se prepararon de acuerdo con el Esquema de 

reacción general VIL2, (Tabla VIl.l), mediante la reacción de aminó lisis química llevada a 

cabo por calentamiento a reflujo de los 2-hidroxiésteres correspondientes: lactato de n-bulilo 

(1), lactato de etilo (2) y 2-hidroxieaproato de etilo (3), con n-butilamina (6); y bajo las 

mismas condiciones, la aminólisis de las lactonas, 2-hidroxi.y-butirolactona (4) y 3,3-dimetil-

2-hidroxi-y-butirolactona (5), con n-butilamina y con (±)-a.-metilbencilamina (7). Las 

reacciones de lactato de n-butilo y las 2-hidroxilactonas con n-butilamina. son aparentemente 

muy rápidas y con la formación de un solo producto (por CCF) en el primer caso, pero más de 

uno con las lactonas, y los rendimientos químicos fueron de moderados a buenos, según se 

aprecia en la Tabla VIL l . En ambos casos, 2-hidroxiésteres y 2-hidroxi lactonas, el grupo 

hidroxi lo electroatrayente, en la posición 2, incrementa el carácter electrofilico del grupo 

carbonilo, lo cual permite reacciones más rápidas respecto a ésteres y lactonas no sustituidas 

con dicho grupo en la posición 2. 171 En el caso de las 2-hidroxilactonas, no se requirió la 

activación que generalmente se requiere para la aminólisis de ésteres y 1aetonas sin sustituir (y 

que debe ser promovida por bases como 2-hidroxipiridina, 4-dimetilaminopiridina, o por 

ácidos como tricloruro de aluminio).l7o Las estructuras químicas de los sustratos y de los 

productos obtenidos de la aminólisis química, así como el tiempo de reacción y los 

rendimientos químicos de los productos aislados se reportan en la Tabla VIL l . 

OH 

R~OR I 
O 

l-S 

1: R=metilo, R I=,,_buti lo 

2: R=metilo. R I ""elilo 
3: R:::n-buti lo, R I:::eti lo 

4: R· R 1"".CHrCHz-

5: Pantolactona 

+ • 

6,7 

6: R2=H. R3=n-butilo 2-hidroxiamidas 

7: R2=metilo, R) =fenilo 

ESQUEMA VII. 2. Reacción gcncrnl de aminólisis quimica para la obtención de 

2-hidroxiamidas 
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Tabla VII. 1. Resultados experimentales de las reacciones químicas de aminólisis 

2-hid roxiéster Producto Tiempo de Rendimiento 
rc,cción (h)J (%) 

0 1< OH 

I ~O . • . B" ~NH -n -Bu 24' 58.0 
H, e H,e I 

O O 
, 

1 8 

OH OH 

~OE ' ~N H- n- Bu 24' 45.0 
H,e H,e 

O O 
2 8 

OH OH 

~OE' ~N H-/I -B U 4' 91.0 

O O 
3 9 

OH OH 

(yo HO~~ ~ 4' 61.0 

° O 
4 

10 

OH 
OH HyO (yo 5' 52.0 
~ N ~ HO 

° 4 
11 O 

- on OH 

I >(yo HOXJy~ ~ 5' 98.0 

, 12 O I . 
OH 

OH yO >(yo HOXJy~ ~ I 
19' 31.0 

° , 13 O 

1" ReaCCión cOIl Il-butllamma. 2- reacción con a-metll bencllwnma. 3. En todos los casos se sigu Ió la reacc iÓn 

mediante CCF, usando mezclas de hexaoo---acelato de clilo como eluyenle. Al termino de la reacción, la mezcla se 

concentró en evaporador rotatorio y el residuo se purificó por CC. 4. El producto, se caracterizó mediante 

espectroscopia. 

Similarmente, se procedió a realizar la aminólisis de lactato de etilo (2-

hidroxipropanoato de eti lo) (2), el 2-hidroxiester más simple, con diversas aminas (6. 7, 14, 
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15, 16, 17, 18,25, Esquema VII.3). De acuerdo con los resultados de la Tabla VII.2, se 

observa que las reacciones proceden rápidamente con las aminas alifáticas: n-ami lamina (25), 

n-hexilamina (14), y con rend imientos de moderados a buenos, de manera simi lar a los 

resultados obtenidos previamente con n-butilamina. Sin embargo, en la reacción con la ani lina 

(18), no tiene efecto el utilizar o nó el disolvente, ó incluso el uso de aunósfera de nitrógeno, 

puesto que en todos los casos la reacción es lenta y produce la anilida en bajos rendimientos, 

lo cua l es esperado por la notable menor nucleofilia de dicha amina. Con e l 3-amino- l

propanol (16), la reacción fue rápida y eficiente, pero con las ami nas ramifi cadas: 

ciclohex i!amina ( 15), sec-butilamina (17) y a-metilbencilamina (7), la reacción es mas lenta 

que con las aminas alifáticas lineales y los rendimientos son más bajos, lo cual es atribuído a 

que las ami nas están más impedidas estéricamente para la reacción de acilación. 

OH 
OH 

?Y0EI + H2Ny R2 ~ ~ '( R ' • 

O R' O R' 

2-hidrox ipropanoato de eti lo N-{alquil)-2-hidroxipropanamidas 

25: R I=H. Rl: n-pentilo 26: R1=H. R ~ n-penti lo 

7: R I""Metilo. R2"" fcnilo 23: R1= meti to. R2= fenilo 

14: R I=H. R2"" n-hexilo 19: R1""H, R2= n-hexilo 

15: cicJohcxilamina 20: N-ciclohexil-2-h idrox ipropan 

16: R'= H, R2,. CH(C H,),OH amida 

17: R I=Metilo, R2= etilo 21: R'= H, R' 3 CH(CH, ),OH 

18: ani li na 22: R I=metilo, R2= etilo 

24: N-fenil-2-hidroxipropanamida 

ESQUEMA VII. 3. Reacción general de aminólisis química de 2-hidroxipropanoato 

de ct ilo (2) con aminas 
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Tabla VII . 2. Resultados de las reacciones qufmicas de 2-hidroxipropanoato de 

etilo (2) y aminas 

Amina Producto Tiempo de reacción Rendimiento 
(h) (%) 

~N H 2 

OH 
/y~~ 22 65.0 

2; O 26 
OH 

~N H 2 /y~~ 22 83.0 

14 O 
19 .-OH 

()NH' 

" 

/y~ 
o ,:o 22 72.0 

OH 
HO~NHl /yH N~OH 22 89.0 

16 o 21 

~N H 2 ~~I 68 77.0 

17 o 
22 

--

OCNII ' ~~YO 68 60.0 

7 O 
2J -

orNH
' ~~'© 00 

22 1 11.0 

18 24 

orNH, ~H 
o N,© SO' 5.0 

18 24 

Todas lo. reacciones se efectuaron en condiciones de reflujo. 1. Con disolvente. 2. Sin diso lvente. 
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Una vez obtenidos algunos productos, como referencia pam las reacciones enzimáticas, 

se procedió a efectuar un ensayo preliminar de la aminólisis enzimóti ca de los 2-hidroxiésteres 

y 2-hidroxilactonas seleccionados. 

3. AM INÓLlSIS ENZIMÁTICA I'RELIMINAR 

De acuerdo con los objetivos, y a través de la estrategia experimental indicada en el 

esquema Vn.l, se iniciaron los experimentos preliminares de aminólisis enzimática con los 

sustratos disponibles. Para ello se utilizaron los siguientes sustratos: lactato de n-butilo (l), 2-

hidroxi-y·butirolactona (4), pantolactona (5), 3-metil-2-oxobutirato de eti lo (27) y ceto· 

pantolactona (28) (Esquema VIIA), utilizándose a la n-butilamina (6) como nucleófilo. 

q~ .. ~O -r;:0 
ESQUEMA VIl. 4. 2-Hidroxiéstcres y 2-cetoésteres considerados para la aminólisis 
enzim:ltic:l preliminar 

Para la elección de la enzima y los detalles del procedimiento experimental , se luvo en 

cuenta bs wmlogias descritas en la li teratura hasta ese momento. Básicamente los trabajos de 

Gotar y colaboradores, cuyo grupo de investigación ya había ll evado a cabo, desde 1988 hasta 

fines de 1996, diversas reacciones de amonólisis y de aminólisis con substratos similares. De 

acuerdo con estos reportes, la ¡ipasa CAL es la enzima hidro lítica que mejores propiedades 

catalíticas ha presentado, y con una amplia especi ficidad de sustrato tanto p..lra donadores de 

aci lo (ésteres y otros derivados de ácido), como para sustratos nucleofilicos ni trogenados 

(amoniaco, aminas y derivados). Asimismo, se utilizó la proteinasa papa ína, para este mismo 

propósito. Por otro lado, la elección de l di solvente de reacción está basada en los mejores 

resultados obtenidos de acuerdo con esas mismas analogías. De esta manera, se decidió 
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uti lizar al 1 ,4-dioxano. En esta aminólisis preliminar siguiendo el procedimiento descrito para 

cada ensayo de la aminól isis enzimática. los resultados indican que sólo el 2-

hidroxipropanoato de n-butiJo (1) es sustrato para CAL. Cabe mencionar que en ese momento 

el seguimiento se hizo mediante CCF exclusivamente. Las principales observaciones 

derivadas de estos experimentos son las siguientes: En la aminólisis cnzimática de 2-

hidroxipropanoato de n-butito (1), se obtiene el producto esperado desde la primera hora, en 

la que la amida ya se había detectado, lo cual no se observó con papaína. En la reacción 

química del testigo, la aparición del mismo producto se observa a partir de las 92 h, y 

continúa hasta las 240 h sin que la cantidad de producto llegue a ser importante. El producto 

(8), del proceso enzimático se identificó y caracterizó mediante espectroscopia. En la 

aminólisis enzimática de 2-hidroxi-y-butirolactona (4), se observa la transformación 

química de la materia prima desde el inicio del seguimiento hasta las 240 horas . Tanto en la 

reacción química como en la enzimática, se detectó un producto diferente de l obtenido por 

sintesis quimica R, = 0.96 (AcOEt-EtOH, 9:1). Sin embargo, por la aparición de otros 

compuestos no se trabajó más la reacción. En la aminólisis enzimática de 3,3-dimetil-2-

hidroxi-y-butiroblctona (5), a diferencia de la 2-hidroxibutirolactona, ocurre una reacción de 

aminólisis mas lenta en las reacciones enzimática y del testigo. En este caso~ se observó la 

formación lenta y gradual de productos más polares cuya separación y purificación no se 

intentó. Por su parte, la aminólisis cnzimática de 3-metil-2-oxobutirato de etilo (27), mostró 

la f'onnación de una mezcla de productos por lo que no se trabajó más la reacción. Finalmente, 

la aminólisis enzim:itica de 3,3-dimetiJ-2-oxo-y-butirolactona (28), similarmente al caso 

anterior, mostró la formación de una mezcla de productos. 

Resumiendo los resultados de estos experimentos preliminares, sólo se pudo observar 

el producto esperado de la aminólisis enzimática de 2-hidroxipropanoato de n-butiIo con CAL, 

pero no se observa con papaína. La reacción química a temperatura ambiente es significativa 

después de 92 h. La estructura de la N-(n-butil)-2-hidroxipropanamida producida (8), se 

confirmó por espectroscopías de IR, RMN_1H (Figunt VII.2), y posterionnente por 

espectrometría de masas. En la Figura VII.2 se aprecia una señal triple en 0.92 ppm 
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correspondiente al -CH) tenninal del butiJo; a 1.4 ppm una señ ... J doble correspondiente al -

Clh del lactato, acoplado al protón base del alcohol. En 1.3-1.6 ppm, una señal múltiple, que 

integra para 4 hidrógenos correspondientes a los dos -CH2 de l radical buti Jo. En 3.25 ppm una 

señal triple-dobleteada superpuesta que integra para 2 hidrógenos de l -CH2 base del nitrógeno, 

acoplado al otro -CH2 y al protón -NH amídico. En 4.2 ppm una señal cuadruple para el 

hidrógeno enlazado al carbono base del -OH acoplado con e1 -CH) del lactato. En 4.4 ppm se 

observa al hidrógeno del grupo -OH como una señal simple ancha, confirmado por su 

desapadción por intercambio con 0 20. Finalmente, en 6.9 se presenta el protón del grupo -

NI-I, como una señal simple ancha, que no intercambia con 0 20 , lo cual es típico de grupos 

NH amídicos. De esta manera se corrobora la estructura de la amida (8). Una ampliación de 4 

regiones del espectro de RMN- J H, se indican en la Figura VII.3. 

~ 
:; :: 

~~ 

~r-
D,--

~ ~o¡-
! 

.J • - r' 

I /\ ¡ ~ 1 )1 "-
l<' .. " , .......... ." " .. o. .. " . ... . .. .. 

70 .- 4.0 l .' ,O U 1.0 

Figunl VII. 2. RMN-1H. Espectro de RMN- 1H d e N-(I/-butil)-2-hidroxipropanamida (8) 

101 



Discusión 
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.~ ....... .. • ,,-
d) b) a) 

Figura VII . 3. Espectro de RMN-'H amplificado de N-(II-butil)-2-hidroxiprOI)anamida 
(8) 

4.· AMINÓLISIS MEDIANTE CATÁLISIS CON ESTERASAS 

En otro orden de ideas, bajo la dirección del profesor GOlor de la Universidad de 

Oviedo, se realizó en sus laboratorios la reacción de aminólisis de ésteres con esterasas. que 

no había sido descrita hasta ese momento. Por ello, se intentó la aminó li sis de AcOEt como 

agente acHante y como disolvente, y bencilamina como el sustrato nucleofilico. Como 

catalizador, se usaron 20 enzimas eSlerolíticas (no especificadas comercialmente) de reciente 

introducción en el mercado por la compailía Tlwrmogelt (Esquema VII ,S). 

20 EsterdSa5 

acetato de etilo 29 
30 

ESQUEMA VII. S. Intento de la aminólisis de a«.:clato de etilo utilizando csterasas 
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Se probaron las enzimas distintas a diferentes temperaturas: 20°, 30°, 40°C, siguiendo 

la posible reacción enzimática a los 30 y 60 min, 2, 4, 8, 16, 24, 48 h, 3, 4, 5, 6, Y 7 días. Al 

comparar con el testigo, reacción química, se observó la formación de la amida (30), pero no 

se notó progreso en ninguna de las reacciones enzimáticas, durante el intervalo de tiempo 

considerado. 

Por otro lado, nuevamente con respecto a las lipasas, una vez conocidas las 

condiciones de reacción adecuadas de los experimentos preliminares, se procedió a la 

generalización del proceso enzimático, extendiendo la reacción a otros 2-hidroxiésteres y 

ami nas. El transcurso de la reacción fue controlado por CCF. En todos los casos ensayados, el 

producto mayoritario fue el correspondiente a la reacción de monoaminólisis selectiva. Los 

resultados obtenidos se discuten a continuación. 

S. AMINÓLlSIS ENZIMÁTICA DE 2·IDDROXIPROPANOATO DE n·BUTlLO CON 

DIFERENTES AMINAS EN D10XANO 

En este apartado se considera el efecto de la estructura del sustrato nucleofilico, es 

decir de las diferentes aminas sobre la especificidad de la enzima seleccionada, y utilizando 

como sustrato acHante, al lactato de n-butilo (1) (que exhibió los mejores resultados 

preliminares de la reacción de aminólisis) y CAL como biocatalizador (Esquema VII.6, Tabla 

VIlJ). Se observó que esta enzima acepta un amplio rango de aminas, incluyendo lineales, 

ramificadas, aromáticas y aminoalcoholes. 

~O~+ 
O 

CAL 

dioxano 
28·30'C 

• 

ESQUEMA VII.6. Aminólisis enzimática de 2-hidroxipropanoato de n-butilo con 

diferentes amillas 
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Tabla VU.3. Aminólisis de 2-hidroxipropauoato de II-bumo y amiuas catalizada 
por CAL d' en loxano 

Amilla Producto Signo de la Conversión por Rendimiento 
rotación CG(%) ('lo) 
Óptica 

n-butilamina N-(n-butil)-2- + 
(6) hidroxipropan 64.0 58.0 

amida (8) 
n-ami lamina N-(n-pcntil)-2- + 

(25) hidroxipropan 84.0 66.3 
amida (26) 

n-hexilamina N-(n-hexi l)-2- + 
(14) hidroxipropan 85.0 63.2 

amida (19) 
3-amino N-(3-hidroxi + 

propanol (16) propil)-2-hidroxi 49.0 49.0 
propanamida (21) 

Ciclo N-(ciclohexil)-2- + 
hexi lamina (15) hidroxipropan N.D. 18.8 

amida (20) 
Anilina N-(fenil)-2-hidroxi + 

(18) propanamida (24) N. D. 8.0 
2-aminoetanol N-(2-hidroxietil)- + 

(28) 2-hidroxipropan N.D. 23.0 
amida (31) 

a-meti lbencil N-( l-feniletil)-2- + 
amina (7) hidroxipropan N.D. 17.2 

amida (23) 
Sec-butil N-(sec-butil)-2- + 

Amina (17) hidroxipropan N.D. 17.4 
amida (22) 

1. Tiempo de reacción 6h, excepto para los sustratos (18) (259 h), Y (28) (5 h). 2. N. 0.- No determinado. 

Las reacciones enzimáticas, proceden rápidamente en el caso de n-amil (25) y n

hexilamina (14), como se observa para n-butilamina en el apartado anterior, pero menos 

rápidamente con cicJohexilamina ( 15), lo cual es de esperarse por razones de tipo estéTico en 

esta última. 
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Con los aminoalcoholes, también la aminólisis enzimática es mas lenta, como puede 

apreciarse para los sustratos (16) y (28). En este caso expl icable por razones de tipo 

electrónico, de acuerdo con la naturaleza electroatrayente del grupo hidroxilo que disminuye 

la basicidad y por lo tanto, la nucleofilia del grupo amino. Asimismo, se observó la 

quimioselectividad esperada en estos compuestos; es decir, el producto de la aminólisis (el 

proceso "preferido" por la CAL) y no el de la transesteriticación. ya observada y reportada 
. G / 106·iCl9 previamente por otor el .Q . 

La CAL eatatiza la acilación del grupo amino pero no se descarta la reacción 

competitiva de transesterificación del grupo hidroxilo primario del aminoalcohol. No obstante, 

cabe decir que no se detectó el hidroxiéster producto de la transesterificación mediante CG 

(posteriormente corroborado por CG-EM, pág. 11 5), dumnte el intervalo de tiempo de l 

análisis (aunque no se realizó un análisis antes de 30 minutos). En el caso de la amina 

aromática utilizada, la anilina (18), cabía esperar una reacción más lenta respecto de todas las 

reacciones comentadas anterionnente, y efectivamente el rendimiento fue muy bajo, del 8% de 

la anilida correspondiente. Con las aminas ciclohexilamina (15) y secbutilamina (17), ambas 

ramificadas, las reacciones y en consecuencia los rendimientos, son ostensiblemente más bajos 

como es de esperar, debido a impedimento estérico alrededor del grupo arnino reactivo en las 

mismas. 

Sin embargo, se puede conclui r que las reacCIOnes enzimáticas, proceden 

apreciablemente en 5-6 h en todos los casos, tiempo en el cual se observa un balance adecuado 

de conversión/tiempo, debido a que en monitoreos de hasta 24 horas la conversión no varía 

más del 2 al 3 % en la mayoría de los mismos. En este experimento, se recuperó el sustrato sin 

reaccionar, con la finalidad de determinar su rotación óptica y la posible estereoselectividad 

del proceso. Aunque baja, se observó actividad óptica dextrógira en los productos, y levógira 

en dos de los reactantes recuperados. Por otro lado, las reacciones químicas del "testigo" no 

enzimáticas, son muy lentas en todos los casos, en comparación a las enzimáticas, y empieza a 

apreciarse la fonnación de los productos con las aminas correspondientes, hasta después de 4 

días. 
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Los espectros de RMN-1H de la Figura VfIA, corresponden a dos hidroxiamidas 

típicas: N-(n-hexil)-2-hidroxipropanamida (19) (a) y N-(sec-buti l)-2-hidroxipropanamida (22) 

(b) respectivamente. En éstos espectros el número de señales, desplazamiento químico, así 

como la multiplicidad de las señales, se explica claramente en virtud de la estructura simple de 

los productos, y por comparación con las señales explicadas para el espectro de la n-butil

hidroxipropanamida (Figura VU.2). Particularmente se aprecia a 1.4 ppm la señal doble 

correspondiente al -CH, del lactato, acoplado al protón base del alcohol. En 2.6 ppm para (19) 

y 3.8 ppm para (22) se observa una señal triple-dobleteada superpuesta que integra para 2 

hidrógenos del -CH2 base del nitrógeno, acoplado al otro -CH2 y al protón -NH amídico. En 

4.2 ppm una señal cuadruple para el hidrógeno enlazado al carbono base del -OH acoplado 

con el -CH) del lactato. En 4.0 y 4.4 ppm respectivamente, se observa al hidrógeno del grupo 

-OH como una señal simple ancha, confirmado por su desaparición por intercambio con 0 20 . 

Asimismo en 6.3 y 5 ppm, aparece la señal del protón del grupo -NH. como una señal simple 

ancha, que no intercambia con 0 20, lo cual es típico de grupos NH amídicos . 

.. - " . . . -
, I I , , 

I r 

, 

; r , 

I 

l ... . ... l Á I .. . 

-.JJ\.. I ve. \¡ \... , • =v_ 
~ I , J n r ~ 

"----, ,..-) ( I 
I .. .. .. .. .. .. .. .. , . .. .. ~ .. 

a) 

106 



Discusión 

.. - - ~ I - -: : : : 
I I I , , , 

I , 
I 

)J 
-' Y~ k? - '1'( ,¡nI), : . . . . .. - .. - - .-

b) 

Figura VII.4. Espectros de RMN-'H a) N-(n-hexil)laetamida b) N-(sec-butil)laetamida 

6. AMINÓLlSIS DE ÉSTERES DEL ÁCIDO 2-HIDROXlPROPIÓNICO CON /1-

BUTILAMINA CATALlZADA POR CAL EN D10XANO 

Posteriormente, realizamos la aminólisis de varios lactatos (ésteres del ácido 2-

hidroxipropanoico) variando la porción de alcoxilo (Esquema VII.?). Se incluyeron varios 

lactatos estereoisoméricos, variando la configuración del centro quiral de la porción acilo, para 

observar el efecto de estas características estructurales y estereoquímicas sobre la actividad y 

especificidad catatiti ca de CAL. Como se puede observar en la Tabla VU.4, los resultados 

indican que la reacción biocataJizada fue rápida en todos los casos (conversiones mayores ni 

80%, en 6 h), independientemente del grupo alcoxilo (R: -OMe, -OEt, -O-isobutil, -O-hencil), 

y de la configuración absoluta del 2-hidroxiéster. 

A la vista de los resultados obtenidos en la Tabla Vll.4 , no se observa una influencia 

aprec iable de la porción alcoxilo en la estructura del éster sobre la actividad catalítica de la 

enzima, ya que en la mayoría de los casos los rendimientos obtenidos son aproximadamente 

del mismo orden. Lo mismo puede concluirse con respecto a la estereoquímica del centro 

quiral de la porción de acilo, indicando una reacción no estereoselectiva para cada uno de los 

ésteres del ácido láctico probados. 
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OH 

~O R + 

O 

--;:CAL __ • r _N H ~ 
dioxano ". lf 
28-30°C O 

+ R-0H 

R: -OMe .-OEt'il, -sec-butil, -bencil 

ESQUEMA VII.7. Aminólisis de ésteres del ácido 2-hidroxipropanoico con n

butilamina catalizada por CAL 

Tabla VlI.4. Aminólisis de ésteres del ácido láctico en la 
r d CAL b'l d' reaCClOn cata IZa a por con 11- uh amIDa en loxano 

2-hidroxiéster (Configuración) (a1coxilo) %C1 

OH 

~O, 
(32): (R)-metilo 88.0 

° 
QH 

/yO,-/" 
(2): (S)-eti lo 87.0 

° 
OH 

Arr°~ (2): (R,S)-etilo 86.0 O 

-OH 

?y0¡ 
° 

(33): (R,S)-secbutilo 87.0 

QH 

~~ 
(1): (S)-n-butilo 70.0 o 

? H ~ 
/yO '" (34): (S)-bencilo 80.0 

O 

l. Valores promedio de expcnmentos efectuados por duplicado durante 
6 h, en dioxano a 300 c. 
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7.- AMINÓUSIS DE 2-HIDROXIÉSTERES CON II-BUTILAMINA CATALIZADA 
POR CAL EN DISOLVENTES ORGÁNICOS. 

De acuerdo con los resultados obtenidos con lactato de n-butilo, para la aminólisis 

catalizada por CAL, que ya había mostrado buenos resultados en la aminólisis enzimática, y 

habiéndose probado la influencia y los requerimientos estructurales de la porción de alcoxilo y 

la no enantiopreferencia en alguno de los enantiómeros del lactato, se procedió a probar la 

modificación de la porción de acilo, por 10 que se utilizaron otros 2-hidroxiésteres, homólogos 

superiores de los ésteres del ácido láctico. Es un hecho bien conocido de que una lipasa en 

general tiende a incrementar la velocidad de la reacción que cataliza en sustratos homólogos, 

conforme aumenta la hidrofobicidad del sustrato. l13 De esta manera, se comparó la velocidad 

de la reacción enzimática del lactato de n-butilo (1), con un éster más corto, el lactato de etilo 

(2) y otro más largo, el 2-hidroxihexanoato de etilo (2-hidroxicaproato de etilo) (3). 

Adicionalmente, se probó un éster cíclico estrechamente relacionado, la 2-hidroxi-r

butirolactona (4). Se utilizó n-hutilamina como componente nucleofilico de la reacción, y se 

probaron dos disolventes, dioxano e isooctano, (de diferente hidrofobicidad ó Log P), para 

observar el efecto de esto sobre la velocidad de la reacción enzimática en estos sustratos. La 

temperatura de las reacciones de amiriólisis fue la usual (28-30°C) y CAL como la enzima. Se 

usó una relación de 1 :0.55 éster-amina a una concentración 1 mmoVmL, para cada disolvente. 

El seguimiento fue realizado por CCF, de manera cualitativa. Los resultados se discuten en los 

dos apartados siguientes: 

a) Estudio preliminar del efecto de la estructura del sustrato acHante y del disolvente en 
la velocidad de la aminólisis catalizada por CAL 

Para este caso, se probó la reacción enzimática de los hidroxiésteres: 2-

hidroxipropanoato de eti lo (2) y de n-butilo (1) y de 2-hidroxihexanoato de etilo (3). Para los 

dos primeros sustratos, la aminólisis enzimática procede con una velocidad inicial similar en 

isooctano y en dioxano (en 0.5 h), Y aunque es ligeramente más lenta para el sustrato mas 

largo, el 2-hidroxihexanoato de etilo de acuerdo con la apreciación sugestiva de la mancha en 
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la cromatoplaca, la reacción catalizada también se inicia a las 0.5 h. Por lo anterior puede 

concluirse que la reacción cataJizada es rápida para los tres sustratos en ambos di solventes 

(Tabla Vn.5). La reacción química en isooctano, procede con gran rapidez inicial en todos los 

sustratos; sin embargo, en dioxano no se observa por un espacio de tiempo menor de 3 días 

para los lactatos. Lo anterior es posiblemente debido a que el dioxano solvata a la amina y 

disminuye su nucleofilia en términos entrópicos. retardando la reacción química comparada 

con la que se observa en isooctano, en el cual no ocurre dicha solvatación. En el caso de la 2-

hidroxibutirolactona (4), desde los 30 minutos del seguimiento de la reacción se observaron 

dos manchas por CCF (la del producto de la apertura de la lactona RF 0.34, la hidroxiamida 

polar, y la de la materia prima RrO.6, usando acetato de etilo como eluyente. 

Tabla VII S Monitoreo de la aminólisis mediante CCF .. 
Tiempo de inicio de la reacción ' (h) 

És ter Qufmica E nzimética 

Isooctano DioIano Isoodano DioIano 

2-hidroxipropanoato de 2 92 0.5 0.5 
etilo (2) 

2-hidroxipropanoato de n- 2 92 0.5 0.5 
butilo (1) 

2-hidroxihexanoato de 4 N.R. 0.5 0.5 
etilo (3) 

2-hidroxibutirolactona (4) 0.5 0.5 0.5 0.5 

Nota . 1. Observable por cromlllografia en capa fina. 

De manera alternativa, se realizó el mismo proceso, con los sustratos (1), (2) Y (3) Y las 

mismas condiciones de reacción, sólo que tomando como base un tiempo de reacción de 6 h. 

En cuanto a la aminólisis enzimática en ambos disolventes se obtuvieron resultados similares, 

aunque el porcentaje de conversión (del producto obtenido determinado mediante CO) es 
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mayor para los sustratos (1) y (2) en dioxano (en el que son más solubles), que en isooctano. 

De otra manera, el sustrato (3) es m,enos soluble en dioxano que (1) Y (2) Y es posible que por 

ello muestre una menor conversión en ese disolvente que en isooctano, en el cual se di suelve 

más fácilmente. La reacción no catalizada nuevamente procedió más rápidamente en isooctano 

que en dioxano, como se muestra en la Tabla VII.6. El sustrato (4) ya no se utilizó en el 

siguiente ensayo, en virtud de la rapidez de la reacción del testigo. 

Tabla VII.6. Efecto del disolvente sobre la conversión en la aminólisis catalizada por CAL 

Éster % Conversión l 

No enzimática Enzimática 
Isooctano Dioxano lsooctaDo Dioxano 

2-hidroxipropanoato de 10.0 N,R 45 ,6 64,0 
etilo (2) 

2-hidroxipropanoato de 9.5 N,R 45,0 64,0 
de n-butilo (1) 

2-hidroxihexanoato de N.R N.R 70.0 60,0 
etilo (3) 

t. Detenninado mediante CG. Reacciones realizadas a 28-30°c, en 6 h, N.R: no se observó reacción 

b) La rel1eción general de aminólisis de 2-hidroxiésteres catalizada por CAL 

Posterionnente probarnos la generalidad de la aminólisis de 2-hidroxiésteres ampliando 

el rango posible de especificidad para CAL, y la posible enantioselectividad de esta enzima al 

modificar la porción de acilo, al utilizár un mayor número de sustratos (Esquema VI18). Se 

seleccionaron 2-hidroxiésteres lineales además de los ya prohados (lactato de butilo (1) y de 

etilo (2), 2-hidroxipentanoato de etilo (35), 2-hidroxihexanoato de etilo (3), y 2-

hidroxioctanoato de etilo (36), ramificados como el 2-hidroxiisobutirato de eti lo (37), y el 2-

hidroxiisopentanoato de etilo (38), así como el sustrato aromático, mandelato de meti lo (39), 

en las condiciones anteriormente mencionadas, es decir: CAL como biocatalizador. dioxano 
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como disolvente, a 28-30°C de temperatura, y el seguimiento fue realizado mediante CG-EM 

(Tabla VI I. 7). 

CAL 

dioxano 
28-30·C 

{I ):R I=: n-butilo, R2= Metilo, RJ==H 

(37):R 1= Etilo, R2=RJ= Metilo 

(3S):R 1= Etilo, R2
"" n-propi lo, RJ=H 

(3):R 1= Etilo, R2_ n-butilo, R3IEH 
(36):R 1= Etilo, R2= lI-hexilo. R3""H 

(39):R1= Metilo, R2= Fenilo, R3=H 
(38):R 1= Etilo, R2= i-propilo, R3=H 

ESQUEMA VII.B. AOlillólisis d. 2-bidroxiésteres catalizada por CAL en dioxano 

De acuerdo con los resultados observados, la aminólisis de 2-hidroxiésteres es un 

proceso de tipo general catalizado por CAL; que ocurre en buen rendimiento con los sustratos 

alifát icos, pero no así con el sustrato aromático mandelato de metilo (38), para el cual el 

proceso fue más lento. Asimismo, se puede observar que la reacción es más lenta con los 

sustratos más largos, pero los sustratos ramificados, son igualmente reactivos a sus homólogos 

lineales. El sustrato aromático, es menos reactivo, y es posible que con éste pueda ocurrir el 

proceso con cierta enantioselectividad (ver página 135). 
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Tabla VII.7. Efecto del sustrato aeilante en la 3minólisis d.e 2-
hidroxiéstercs catalizada por CAL, con II-butilamina. 

, 
Experimento 2-hidroxiéster 2-Hidroxiamida Conversion(% ) 

1 (1): R'-n-bu, OH 

~~~ R2 ~ Me R' ~H 81.0 , 
O 8 

2 (37): R'~Et, OH 

\,~~~ R 2~ R'~Me 87.0 
O 43 

3 (35): R -Et, R' ~ n_ OH 

~~~ 
Pr R'=H 88.0 , 

o 41 

4 (3): R -Et, R' ~ n-

~~~ Bu R'~H 78.0 , 
o 9 

5 (36): R ~Et, R' ~ n- OH 

~~~ He. R'~H 69.0 , 
o ., 

6' (39): R - Me, 
d!~~ 

R 2~fe nilo R'~H I ó o.s 45.0 , 

7 (38): R - Et, RT~i-

~~~ Propil , R' ~ H 81.0 
o .. 

1. Valores promedIO de expenmentos efectuados por duplicado a 30" C. durante 6 h., en 
dioxano. 2. Tiempo de reacción: 20 h. 

Discusión 

8.- EFECTO DE LA AMINA EN. LA AMINÓLISIS DE 2-HIDROXIÉSTERES 
CATALIZADA POR CAL EN DIOXANO 

Para probar la selectividad de la enzima respecto al nucleófilo, se probaron 4 aminas: 

,..c-butilamina (17), n-amilamina (25), a-metilbencilamina (7) y 3-amino-I-propanol (16), 

con tres 2-hidroxiésteres: los lactatos de n-butilo (1), de etilo (2), y el 2-rudroxicaproato de 

e,ilo (3), (Esquema VI1.9, Tabla VII.8). 

11 3 



, 
H,N-R 

2: R= metilo, R 1= etilo 
1: R= metilo, R I=butilo 
3: R= n~butilo . R 1= etilo 

CAL 

Dioxano 
28-30· C 

• 

OH 

R~NHR ' 
O 

R2= sec ~ but il o , n~pe n tilo , 

+ 

1 ~fe n iletilo. 3-hidroxipropi lo 

Discusión 

HOR' 

ESQUEMA Vn .9. Efecto de la amiDa en la aminólisis de 2-hidroxiésteres 
ca talizada por la CAL 

Tabla VIl.S. Efecto de la amiDa en la aminólisis de 2-hidroxiésteres catalizada por 
CAL ('lo de Conversión) 

. . J NH 2 oINH
' 

. - AmiDa ~N H l - HO ............... NH 2 2-Hidroxi ~, " -- 17 16 
éster --- 7 . -

OH 

~O ~ 55.0 81.0 60.0 55.0 
O (2) 

OH 

~O~ 58.0 85.0 65.0 49.0 
O 

(1) 
OH 

~O"" 50.0 64.0 N.R. 4 5.0 
O 

(3) 
• Valores promedIo de expenmentos efectuados por duplicado a 30 e, durante 6 h., en dloxano. 

En general la CAL acepta a una variedad de aminas. Sin embargo, con a-metil 

bencilamina racémica (7), (4' columna de la Tabla Vn .8), y sec-butilamina (17), (2' columna), 
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la reacción fue más lenta que con las aminas lineales (experimentos 1-5 y 7 de la Tabla VIl .7, 

y JI columna de la Tabla VlI.8). Nuevamente, la enzima cataliza la aminólisis, aceptando 

diversos sustratos nucleofilicos y la diferencia en reactividad, medida como porcentaje de 

conversión, indica cierta sensibilidad de la enzima a factores de tipo estérico. Con el 3-amino

l-propanol (16) (51 columna de la Tabla VII.8), el proceso biocatalítico fue quimioselectivo 

hacia el grupo amino, pero reaccionó más lentamente que las aminas alifáticas lineales. Es 

notable el hecho de que no se observa el producto de la transesterificación (de acuerdo con lo 

observado en el seguimiento por CG-EM, y que también se menciona en la pág. 105). 

9.- EFECTO DE LA ENZIMA EN LA AMINÓLISIS CATALIZADA DE 2-HIDROXI 
ÉSTERES EN DIOXANO 

De los resultados anteriores se procedió a realizar W18 evaluación de la actividad 

catalítica de varias enzimas hidro lasas, tomando como sustrato acilante al 2-hidroxipropanoato 

de n-bu ti Jo (l), y la n-butilamina (6) como nucleófilo en dioxano como disolvente orgánico 

(Esquema VII . 10). 

OH 

~O~+ 
O 

Enzima 

OH 

H 2N~ 

del tipo de las 
Hidrolasas 
28-30°C 
dioxano 

~~~ 
6 Enzi mas: 

CAL 
PsL 
CCL 
optimasa 
papaína 
a-quimiotripsina 

O 8 

ESQUEMA VII.lO. Efecto de la enzima en la aminólisis catalizada de 2-hidroxiésteres 
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Se seleccionaron las enzimas hidrolasas comerciales asequibles, tales como: las lipasas 

CAL, PsL, CCL ( 6 CRL), y las proteinasas optimasa M-440, papaina y a-quimiotripsina. Las 

bioconversiones fueron seguidas por cromatografia de gases (Tabla Vn.9). Las condiciones 

del seguimiento para probar la actividad catalítica de las diferentes hidrolasas probadas no 

fueron las óptimas en cuanto al tipo de columna usada. y por lo tanto el tiempo de duración del 

análi sis (en virtud de usarse una columna polar para sustratos muy polares), pero dan una clara 

idea de los resultados. La enzima más activa fue CAL, seguida por optimasa-440. 

Tabla Vn.9. Aminólisis preliminar de 2-hidroxipropanoato de n-butiJo 
catalizada por hidrolasas 

Enzima Tiempo de Conversión Enzima Tiempo de Conversión 
reacción (h) (%) reacción (b) (%) 

CAL I 25.0 PsL 227 28.0 
CAL 6 64.0 CCL 27 N.R. 

Optimasa 2.5 3.0 CCL 228 11 .0 
Optimasa 25 23.0 a-QTP 28 N.R. 
Optimasa 36 41.0 a-QTP 239 13 .0 

PsL 10 N.R. R.Q.' 72 N.R. 
PsL 26 3.0 R.Q.' 244 15 .0 

t. n·Butllamma como nucJeófilo. 2. Valores promediO de experimentos efectuados por duphcado 
en Dioxano a 28.300 C. 3. Reacción qulmica no biocatalizada 

Oc los resultados (Tabla VII.9), puede verse que la reacción química no se detecta 

durante 72 h. El seguimiento fue realizado hasta el décimo día (244 h) donde se observa sólo 

un 15 % de conversión de la amin61isis química del testigo. Con la enzima CAL, se observa 

una reacción enzimática inmediata (25% de conversión en 1 hora), alcanzando una conversión 

del 64% en 6 h. Las otras lipasas mostraron una actividad catalítica muy baja en el proceso, lo 

que concuerda con los resultados de la literatura comentados en los antecedentes. 

Con la enzima optimasa-440, se aprecia un 3% de conversión a las 2.5 h Y 

posteriomlente en 36 h se alcanza el 41 % de conversión, lo cual resultó conveniente para 
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efectos de observar enantioselectividad; aunque la reacción se continuó hasta el décimo día. 

alcanzando un 82 % de conversión. Con la enzima Lipasa PsL, se observó una conversión 

máxima de 3% en 26 h, la aminólisis se dejó seguir hasta el décimo día alcanzando solamente 

28% de conversión. Con la lipasa CCL (CRL), los resultados no fueron satisfactorios y apenas 

se detectan valores cercanos al 11 % de conversión, casi equivalente a lo obtenido para la 

transformación química. Lo mismo se puede concluir respecto a la a-quimiotripsina, pues se 

aprecia un máximo de conversión de 13%, al décimo día de reacción. 

Posteriormente, se continuó con un análisis comparativo de la actividad catalítica de 

las enzimas asequibles con la capacidad catalítica exhibida por CAL, tomando corno 

referencia un tiempo de 6 h (Tabla VIL 1 O); por lo que se probó la amin61isis enzimática de 

dos 2-hidroxiésteres, 2-hidroxipropanoato de n-butilo (1) y 2-hidroxihexanoato de etilo (3) con 

las enzimas: las lipasas PsL, CRL y ·Ias proteinasas: Optimasa-440 y Opticlean. La CAL 

nuevamente dió los mejores resultados en la conversión de ambos 2-hidroxiésteres en las 2-

hidroxiamidas correspondientes. 

Tabla VII.IO. Comparación de la actividad catalitita de enzimas bidrolíticas en la 
aminólisis de 2-hidroxipropanoato de etilo y 2-hidroxihexanoato de n-butilo con 
respecto a CAL 

2-Hidroxiéster Enzima 

CAL CRL Optimasa Opticlean PsL 
E' 1" E T E T E T E T 

OH 

~O~ 85.0 N.R. 10.0 N.R. 27.0 N.R. 45.0 N.R. N.R. N.R. 

O 
( 1) 

OH 

~ O ~ 78.0 N.R. N.R. N.R. 27.0 N.R. 9.0 N.R. N.R. N.R. 

I O 
(3) I 

.. 
1. Valores promediO de % de converslon, de expenmenlos efectuados por duplicado duranfe 6 h. en dloxano 
a 28-300 C. 2. E- Proceso enzimático, T- Testigo. 3. N.R- No hubo reacción. 
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Aparte de que puede observarse que la lipasa CAL, dió los mejores resultados en la 

aminól isis de los dos 2Mhidroxiésteres, resulta interesante que las proteinasas producidas por 

bacterias del género Bacillus exhiben moderada bioconversión: de} 27% (en los dos 

hidroxiésteres) para Optimasa-440, y del 45% (para el 2-hidroxipropanoato de n-butilo) en el 

caso de Opliclean. Por su parte, las enzimas lipolíticas CRL y PsL no mostraron actividad 

catalítica en el tiempo considerado para esta reacción. 

Resumiendo los resultados de este apartado, la lipasa CAL mostró nuevamente ser la 

enzima con mayor capacidad catalítica en la aminólisis de 2Mhidroxipropanoato de etilo y 2M 

hidroxihexanoato de nMbutilo para convertirlos en las 2Mhidroxiamidas correspondientes. A 

partir de los resultados moderados de bioconversión de los 2-hidroxiésteres mencionados con 

O ptim asa~40 y Opticlean, las 2 enzimas pueden exhibir un buen grado de estereoselectividad. 

10. EFECTO DEL DISOLVENTE EN LA AMINÓLlSIS DE 2-HIDROXIESTERES 
CATALlZADA POR CAL 

Adicionalmente se análizó el efecto del disolvente en el proceso enzimático de 

aminólisis, en función de su valor de Log P, para lo cual se seleccionaron: isooctano, THF, 

ACN, t-butnnol, dioxano, DMF yagua. El dioxano (Log P= -1.1 ) es un mejor disolvente para 

el proceso biocatalítico con CAL (Tabla VIl .1l ), que otros disolventes más hidrofóbicos, 

como el isooctano (lag P= 4.5), e incluso mejor que DMF (Lag P= -1.0),10 que es contrario a 

lo predicho, respecto a la sugerencia de utilizar disolventes con Log de P ~ 4.6 Aún en agua 

ocurre la formación de la amida, lo cual subraya la mayor nucleofilia de la amina en presencia 

de exceso de agua. 

Es notable observar un alto grado de aminólisis química en disolventes no solvatantes 

de la ami na, como el isooctano, pero en el caso de THF, que se supone debería solvatar en 

buena parte a la amina, sorprende el alto nivel de conversión en la amin61isis química: En el 
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caso del I-butanol, un disolvente solvatante mediante puentes de hidrógeno, se observa 

excelente conversión enzimática, pero inferior a la observada en dioxano. En otro disolvente, 

el acetonitrilo, de mediana polaridad, las conversiones son ligeramente inferiores a las 

obtenidas en ,-butanol. A partir de los resultados obtenidos en estos dos disolventes, puede 

esperarse cierto nivel de estereoselectividad en la aminólisis enzimática de los 2-

hidroxiésteres. 

Tabla VlJ.ll. Efecto del disolvente en la aminólisis catalizada por CAL de 2-
hidroxiésteres 

2-Hidroxiéster Disolvente l 
~ 

Isooctano THF ACN t-BuOH DMF Dioxano Agua 

OH 

~O~ 46/43 58/56 76/N.R. 79/ N.R. 13/N.R. 85/ N.R. 57/38 

O 1 
0 >1 

~'V"v' 79/ N.R. 46/43 71 /N.R. 84/N.R. 18/N.R. 78/N.R. 55/ 14 

o .3 

l . Valores promedio de experimentos efectuados por duplicado durante 6 h, en el disolvente orgánico a 28-
30" C. 2. (Eff- Enzimálicotrestigo) 

II . ESTUDIO DE LA ESTEREOSELECI"IVIDAD DE LA AMINÓLlSIS DE 2-
HIDROXIÉSTERES CATALlZADA POR CAL EN D10XANO 

a) Mediante derivatización química: metodo de Mosher 

A continuación, se discute un estudio preliminar sobre la enantioselectividad del 

proceso de la aminólisis de 2-hidroxiésteres con aminas catalizado por CAL en dioxano como 

disolvente orgánico. Para esto, se llevó a cabo la aminólisis de 2-hidroxipentanoato de etilo 

(4 1) con bencilamina (46), en una proporción 2: 1, en dioxano como disolvente, utilizando el 

biocatalizador más eficiente (CAL). En este caso, la reacción se condujo bajo atmósfera de 
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nitrógeno, para evitar la oxidación de la amina. La reacción se paró a las 5.5 h. Y se aislaron el 

2-hidroxipentanoato de etilo remanente y la 2-hidroxipentanamida producida (Esquema 

VII.II , Figura VII.5). En la reacción no biocatalizada, no se observa la amida (47) en 7 días. 

CAL OH HJJI 
~ N '" . , , , 

OH 
~OE' + Dioxano 

35 O 0
47 

ESQUEMA VII.U . Reacción de ami~ólisis de 2-hidroxipentanoato de etilo (41) con 
bencilamina en dioxano como disolvente y CAL como catalizador 

• .• __ • • •• 1. • • • ; ... . . . _ • • 

r-~--:-

I I 

I 
I 

. . . . . 
- - . . - · 

• 
I I I I 'r I 

I 

I 1/ 

W~l , . I : 
I 

( 
• 

J 
illL JJ_.---:J:L · 

· ~-_ .. 
l. ,- _..J . .;J_ 

-, " .. .. .. .. .. .. " .. 
'." 

Figura VILS. Espectros de RMN-'H 
hidroxipentanarnida (47) 

. . " " .. " .. 
de la N-(bencil)-2-

Del espectro de la Figura VII .5 de la amida (47), se aprecia una seBal triple en 0.95 

ppm correspondiente al-CHJ tenninal de la posición 5 (Esquema VIl.JI) acoplado al -CH2-

de la posición 4, y que aparece como una señal múltiple centrada en 1.4 ppm. El -CH2" de la 

posición 3, aparece como una señal múltiple centrada en 1.8 ppm, que por estar más cerca de 

la influencia "desprotectora" de los grupos e1ectrónatrayentes, muestra su señal a campos más 

120 



Discusión 

bajos que el -CH2- de la posición 4. En 2.95 ppm se centra una señal doble que integra para un 

protón correspondiente al grupo -OH, que se acopla con el protón base del alcohol, y cuya 

señal múltiple se observa en 4.2 ppm. En 4.5 ppm se centra una señal doble que integra para 

los 2 hidrógenos diastereotópicos del metileno base del nitrógeno. Esta seaal se encuentra 

desplazada más a campos bajos respecto de otras señales para estos hidrógenos 

diastereotópicos de amidas relacionadas (ver en la Figura VII. 2. los espectros de RMN-1H de 

N-(n-butil)-2-hidroxipropanamida (8), y la Figura VHA, que corresponde a los espectros de: 

N-(n-hexi l)-2-hidroxipropanamida (19) y N-(sec-butil)-2-hidroxipropanamida (22)). La razón 

es la influencia "desprotectora" del fenilo en la amida (47). Finalmente, en 6.95 se presenta el 

protón del grupo -NH, como una señal simple ancha, que no intercambia con 0 20, lo cual es 

típico de otros grupos grupos NH amidicos mostradas anteriormente. 

La rotación óptica observada para ambos, el sustrato y el producto, fueron muy bajas. 

Sin embargo, para observar la posible enantioselectividad de la aminólisis, se prepararon los 

ésteres diasteroméricos de "Mosher" del 2-hidroxipentanoato de etilo (35) y la 2-hidroxiamida 

(47), aislados del proceso biocatalítico, junto con el sustrato y el producto (preparado por 

métodos químicos) racémicos. Para ello, sustratos y productos, se sometieron a la reacción con 

el cloruro del ácido-2-trifluorometil-2-metoxi-propiónico (48) (reactivo de Mosher) y se 

analizaron mediante RMN_F I9
• En el Esquema VU.12 se indican las reacciones de derivación 

correpondientes para la materia prima (35) y el producto (47). 
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ESQUEMA VU.l2. Reacciones de derivación de Mosher del 2-hidroxipropanoato de 
etilo (35) remanente y la N-(beneil)-2-hidroxipropanamida (47) obtenida del proceso 
ca talizado con CAL 

No obstante, previamente se había observado baja actividad óptica en los sustratos y 

productos previamente aislados de procesos catalizados por CAL, el análisis de RMN_F I9 de 

los derivados de Mosher, tanto de los sustratos (Figura VII.6), como de los productos (Figura 

VII.7); la reacción es virtualmente no estereoselectiva, como se puede ver en los espectros 

correspondientes, en los que se observa una proporción de las señales diasteroméricas 1: 1 del 

grupo trifluorometilo en cada derivado. 

• 

( ( 

1'-.. •• "l}",.A'-.. '4 .. ~ . .,j.'r'-.. "'" "' ..... .......... d 
Figura VII.6. Espectro de RMN.19F de los MTPA-derivados del 2-hidroxipentanoato 
de etilo racémico (35) (izquierda) y el mismo éster obtenido de la reacción de 
resolución de aminólisis catalizada con CAL (derecha) 
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Figura Vn.7. Espectros de RMN)'F de los MTPA·derivados de la N·(bencil)·2-
hidroxipentanamida racémica (47) (izquierda) y de la misma amida obtenida de la 
reacción de resolución de aminólisis enzimática con CAL (derecha) 

Para la misma reacción de aminólisis de 2-hidroxipentanoato de etilo (35) con 

bencilamina (46) (Esquema VII.ll), se probaron dos disolventes más. En cloruro de metileno, 

durante el mismo tiempo y en las mismas condiciones se obtuvo el 50% de rendimiento del 

producto; en este caso, no se observó la reacción sin catalizar en 10 días. 

De manera similar, el proceso llevado a cabo en hexano como disolventey durante el 

mismo tiempo y en las mismas condiciones, produjo el 48% de rendimiento del producto. En 

este caso se observó la reacción sin catatizar en 50 h. El espectro de RMN-H 1 correspondiente 

a la amida obtenida (47) es similar al mostrado en la Figura VIL7. Del bajo valor de rotación 

óptica observado, se dedujo que un cambio en el disolvente, al variar el valor de log p. no 

produjo ninguna influencia en la enantioselectividad para éste 2-hidroxiéster (35). 

Por )0 anterior, se realizaron las reacciones de aminólisis enzimática de 2-

hidroxipentanoato de etilo (35) con bencilamina (46) en presencia de una de las siguientes 

enzimas: CAL, PsL y CCL en cloruro de metileno como disolvente, En este caso se pudo 

observar que hubo una enantioselectividad muy baja, cuando se observó el e.e. obtenido de los 

derivados de Mosher. Los resultados se indican en la Tabla VlI.I2 y los espectros de los 

derivados de Mosher de RMN_F 19 en la Figura VlI.8: el espectro de la izquierda (a), 
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corresponde a la N-(bencil)-2-hidroxipentanamida (47) obtenida mediante resolución con CCL 

y el espectro de la derecha (b), para la misma amida obtenida de la resolución enzimática con 

CCL. La proporción enantiomérica fue de 71 :29 para CCL y la proporción enantiomérica fue 

44:56. ligeramente en favor del enantiómero opuesto (al observado con las enzimas CCL y 

CAL) para la enzima PsL, de acuerdo con la relación relativa de las señales diasteroméricas de 

F19
. 

Tabla Vn.12. Resultados de las reacciones cnzimáticas de aminólisis 2-
hidroxipentanoato de etilo (35) en CH,C1, 

Enzima Tiempo de e.e. del e.e. de la Rendimiento 
reacción (h) éster' amida) experimental 

(%) 

CAL 5.25 6 26 33 

PsL 222 N.O. 12 Bajo 

CCL 222 N.O. 42 Bajo 

NOTAS: 1. En el caso de la EnZima PsL. el e.e. corresponde al del enantlómero contrariO al producto 
mayor con CCL y CAL. 2. Obtenido de los derivados de Mosher correspondientes. 3. El valor de la 
relación enantiomérica E, para este proceso es de 4. 3. N.D." No detenninado. 
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a) b) 

Figura VII.B. Espectros de RMN_19F de lo, MTPA derivados de la N-(bencil)-2-
hidroxipentanamida (47) obtenida mediante aminólisis con: a) CCL y b) PsL 
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Similarmente, la aminólisis enzimática del 2-hidroxihexanoato de etilo radmico (3), 

con n-butilamina, en dioxano, y CAL como catalizador, durante 5.5 horas produjo N-(n-butil)-

2-hidroxihexanamida (9) virtualmente racémica. como puede verse tanto en el espectro de 

RMN-"F (en el que la proporción de las seHales de "F fue de 51.9:48), (Figura VII.9), como 

en el espectro de RMN-1H de la derecha de la MTPA-amida obtenida, cuyas señales de 

metoxilo en 4.1 y 4.2 ppm, tienen prácticamente la misma proporción (Figura VII. 1 O). 

- ----- .. • -
I I 
ir 

. 11 -'i=r-.• ..- .• . " .• .. .• ." 
Figura VII.9. Espectro de RMN-"F del derivado MTPA-N-(n-butil)-2-
hidroxibexanamida obtenida de la reacción de aminólisis de 2-hidroxicaproato de etilo 
raeémieo (3) con CAL 

r-"- • •• 
~I 

• • .. . - •• ~ . . · . . . 
I I I \1 I I 

. 

\ r 

-4¡ fA-
:( 

l ~~ V i~' ~ i( • rl 
• .. • • . • .. • • • • .. .. .. • -

Figura VII.IO. Espectro de RMN-'H del derivado MTPA-N-(n-butil)-2-
hidroxihexanamida obtenida de la reacción de aminólisis de 2-hidroxicaproato de 
etilo racémico con CAL 
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b) Efecto de la modificación del sustituyente en la posición a en la reacción de aminóHsis 
de 2 - hidroxi~stcres con bencilamina y CAL: anális is mediante CLAR-quiral 

Con la finalidad de observar el efecto del sustituyente oxigenado en la posición a al 

grupo carbetoxilo, se efectuó la O-alquilación del grupo hidroxilo (Esquema VD.13). 

~O~ 
O t 

+ 
NaH 

THf 

ESQUEMA VlI.13. Introducción de un sustituyente voluminoso en el grupo hidroxilo a 
del hidroxiéster mediante alquilación 

El espectro de RMN-H1 y las asignaciones de los diferentes tipos de protones 

correspondiente al producto esperado se muestra en la Figura VII. JI . En 0.95 ppm se aprecia 

una señal triple para el metilo (a) del butilo de la porción a1coxilo (Figura VD. II) acoplado 

con el meti leno (e), que aparece como una señal múltiple centrada en 1.4 ppm. El metilo b, de 

la porción de acila, es una señal doble en 1.45 ppm, acoplado con el metino (CH-) e. que 

aparece como una señal cuadruple, centrado en 4. 1 ppm. El CH2- d, es una señal múltiple en 

1.65 ppm acoplado con el CH2- c y el CHr f. Este último grupo f. es una sef\al triple centrada 

en 4.15 ppm. En la región de 4.4-4.8 ppm, aparece un sistema AB, correpondiente a los 

hidrógenos diasterotópicos g y g". Finalmente la seBal en 7.35 ppm, integra para los 5 protones 

aromáticos h. 
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Figura VII.1l . Estructura y espectro de H1-RMN del 2-benciloxipropanoato de n
butilo (50) y asignación de las señales observadas en el espectro 

El éster O-benci loxi-derivado (50), sintetizado, se sometió entonces a la reacción de 

amin61isis (Esquema VI1.l 4), en las condiciones usuales, con CAL como el biocatalizador en 

dioxano a 28-30°C. Sorprendentemente, la aminólisis enzimática procedió muy rápidamente, 

de manera análoga a los 2-hidroxiésteres probados antes; no obstante el grupo protector en la 

posición a, que aparentemente dificultaría la aproximación del nuevo grupo éster al sitio 

activo de la enzima. 
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O 51 

ESQUEMA VII.14. Reacción de aminólisis de 2 ~ beDciloxipropioDato de n-butiJo 
(50) racémico catalizada por CAL 

H 

:} (Q 7.2H45 

H 

H 
•• ,H ) 0(4.6) 

H J~}y. ~)\ ~ >} (Q 7.25-7.45 

1.45 ' O HH -4.05 d (4.5) 

; .,,,,, . .. . . " . .. . .. . , •• •• )< ... .. . .. 11:' 1t h " l' • O" , .. . 
" I I I I I I 

t .o o. , • • , • ' ,0 o, , o. , ' , ' l . ' ' . 1 l. ' , . . 0. . o., 0 . 0 .... , 
Figura VII. 12. Estructura y espectro de H'-RMN de la N-(bencil)-2-
beDciloxipropanamida (5 1) y asignación de las señales observadas en el espectro 
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En el espectro de RMN- 'H del producto (51) (Figura Vll.12), se observan los cambios 

propios a la estructura de la amida producida. Persiste la sefial doble para el metilo a en 1.45 

ppm, acoplado con el metino (CH-) e, que aparece como una señal cuadruple, centrado en 

4.05 ppm. El NH b, de la amida es una señal ancha en 1.8 ppm. En 4.5 ppm se observa una 

señal doble ligeramente ancha, debida al grupo metileno diasterotópico d adyascente al N. El 

otro metileno diasterotópico e, es una señal doble ligeramente ancha adyascente al oxigeno, 

centrado en 4.6 ppm. En la región de 7.25-7.45 ppm, se observa la señal múltiple que integra 

para los la protones aromáticos f. 

El exceso enantiomérico del producto se determinó por CLAR usando una columna 

quiral. En el caso del substrato no fue necesaria la derivatización del mismo para la 

determinación del exceso enantiomérico, puesto que el grupo fenilo del benci lo en a, es un 

grupo adecuado para la columna utilizada. 

La conversión y la enantioselectividad se calcularon a partir de los excesos 

enantioméricos de substrato y producto mediante las fórmulas de Sih que se muestran a 

continuación. 184 

e = ee,,,,, . E = 10[(1 - c)x (1 - ee,",,)] = lo~ - e x Q + ee",od) 

eem" + eep,'" , In [(1 -c) x(l +ee,",J] In ~- cx Q -eep'",) 

Como se puede ver de acuerdo con los resultados: para una relación molar amina:éster 

de 1.5, y un tiempo de bioconversión de 12 h, el e.e. del éster recuperado fue de 18%, mientras 

que el de la amida correspondiente fue de 9%. La conversión calculada con la ecuación 

anterior arrojó un 67% de conversión y un valor de E igual a 1.4. Se trata de una reacción no 

muy enantioselectiva, sólo ligeramente superior a la reacción producida por el 2-hidroxiéster 

correspondiente no derivatizado. 
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e) Estudio de la cstcrcoseledividad de la aminólisis de 2-bidroxiésteres catalizada por 
CAL mediante CG-EM 

A continuación se discuten los resultados del análisis de la enantioselectividad de la 

reacción de amin61isis catalizada por CAL, para los 2-hidroxiésteres: 2-hidroxipentanoato de 

et ilo (35), 2-hidroxipropanoato de etilo (3) y mandelato de metilo (39) racémicos, con n

butilamina en dioxano, usando CG con una columna de fase estacionaria quiral. No fue 

posible encontrar las condiciones para observar los picos resueltos de cada enantiómero del 

sustrato y del producto en un mismo cromatograma, por lo que de acuerdo con los resultados 

obtenidos no se pudieron incluir el valor de la enantioselectividad (E) esperado. Sin embargo, 

dichos resultados si permiten corroborar la escasa selectividad de la enzima utilizada. 

Primeramente, en el esquema Vil.I5., se muestra la reacción de amin6lisis catalizada 

por CAL de 2-hidroxipentanoato de etilo (35) con n-butilamina. y el cromatograma--espectro 

de masas en la Figura VIl13. 

OH 

~O~ 
O 35 

+ HN ~ 2 
CAL 

Dioxano 
28-30· C 

OH 

~~~ 
41 O 

ESQUEMA VU.l5. Estereoselcctividad de la reacción de aminólisis de 2-
hidroxipcntanoato de etilo (35) racémico catalizada por CAL 

El espectro de masas corresponde a la amida ya que concuerda con el ión molecular y 

el patrón de fragmentación esperados para la N-(n-butil)-2-hidroxipentanamida. La reacción 

fue llevada hasta una. conversión del 40%. Los picos de las amidas enantioméricas no se 

observan resueltos, pero los correspondientes a los picos del sustrato racémico remanente se 

observan lo suficientemente separados (tR=I .48 y tR= 1.92 respectivamente), lo que penniten 

medir el modesto e.e. del 12%, lo que corrobora los resultados anteriores en relación con la 

escasa enantioselectividad exhibida por la enzima CAL. 
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Figura VIl.!3. Cromatognma de la aminólisis de 2-hidroxipentanoato de etiJo racémico 
y espectro de masas del producto, N-(n-butiI)-2-hidroxipcntanamida 

Posterionnente, se utilizó un segundo sustrato, En el esquema VI1.l 6, se muestra la 

reacción de aminóJisis de 2-hidroxihexnnoato de etilo (3) con n-butilamina, calali7..ada por 

CAL El cromatogra.ma-espectro de masas de la Figura VI1.I4 corresponde a una mezcla 

equimolecular de l sustrato (3) y el producto (9), ambos racémicos, por lo que se observan 4 

picos en el cromatogrruna desarrollado en la columna quiral. Se observan los picos separados 

de los enanti6meros del sustrato (tR=3.75 Y tR= 4,6 respecti vamente), y los picos de los 

enanti6meros del producto parcialmente separados (tR=26.45 y tR= 27.0 respectivamente), 

OH 

~O"-./" + H,N~ 
O 3 . 

CAL 

Dioxano 
28-30·C 

OH 

~~~ 
9 O 

ESQUEMA VII .J5. ESlcrcoselectividad de la reacción de a min61isis de 2-
hidroxihexanoato de eti lo (3) racémico catatizada Ilor CAL 
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Figura VH.14. Cromatogra ma del sustrato 2-hidroxicnproato de etilo y producto -(n
buül)-2-hidroxicapronmic.Ja racémicos de referencia 

En la Figura VJ1.lS, se muestra el cromalograma y el espectro de masas de la N (n

butil)-2-hidroxihexanamida (9). obtenida del proceso de aminólisis catalizado por CAL. La 

reacción fue llevada hasta una conversión del 45%. 

Figura VIl.1S. Cromatogramll de la aminólisís del 2-hidroxihel:anoato de etilo y 
producto N-(n-butil)-2-hidroxihcxanamida y espectro de masas de la N-(n-butil)-2-
hidroxihexanamida 
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De la figura VII.l 5, se observa que el ión molecular, así como con el patrón de 

fragmentación corresponden con el esperado para la amida producto (9). Los picos de las 

amidas enantioméricas no se observan totalmente resueltos, pero del mismo modo, como en el 

caso del sustrato anterior, los picos del sustrato racémico remanente se observan bien 

separados, con un e.e. del 19%. De esta manera y similarmente al caso precedente del 2-

hidroxipentanoato de etilo, este valor de e.e., muestra una baja enantioselectividad de la CAL 

hacia el sustrato racémico 2-hidroxihexanoato de etilo. 

Finalmente, en busca de mejorar la enantioselectividad con CAL, se realizó la 

aminólisis del mandelato de metilo racémico (39) con n-butilamina y la enzima CAL en 

dioxano como disolvente. El cromatograma-espectro de masas de la Figma VII.l6 

corresponde a una mezcla equimoJecular del sustrato (39) y el producto (45), ambos 

racémicos, aunque no se observan los 4 picos esperados en el cromatograma desarrollado en la 

columna quiral. Se observan los picos no separados para los enantiómeros del sustrato 

(tf{=3.95-7.9), y los picos de los enantiómeros del producto parcialmente separados (tR=26.45 

y tl(= 27.0 respectivamente). 

OH 

~OC H ) 
U 39 g 

+ H 2 N~ 
CAL 

Dioxano 
28-30·C 

• cr)
0H H 

'" N~ 

I h- 45 O 

ESQUEMA VII.IS. Estereoselectividad de la reacción de aminólisis de mandelato de 
metilo (39) racémico catalizada por CAL 
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Figura vn.16. C r o mat ogrll m a ~ espec lr o de masas del manddato de metilo (39) 
r:l cémieo y cromnlograma del producto N~( n ·b util ) mandelamida (45) de referencia 

Se realizó la aminólisis enzimática del mandelnlo de metilo (39) con II-butilamina en 

presencia de CAL en diox:ano a 30°C. El seguimiento a las 4, 6 Y 21 h mostró las conversiones 

de: 36, 40 Y 46% respectivamente, y en todos los casos sólo se observa un pico en los 

cromalogramas correspondientes. En la Figura v rLl 7 se muestra el cromatograma y espectro 

de masas de la l11uestr3 del seguimiento a las 21 h Y sólo se aprecia un pico correspondiente al 

produclo, por lo que se deduce que la aminólisis del mandelato de metilo con Il~bulilamina 

empleando CAL como cata li 7..ador, procede con enantioselectividad. El valor de la rotación 

óptica del produclo ais lado y caracterizado corrobora lo observado mediante la cromatografia 

de gases quiraJ. 
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Figura VIL ' 7. Cromatograma-cspcctro de masas 
rncémico y del producto N-(II-buHl)mandehlmida 
butilamina y CAL como catalizador a las 21 h 

zoo 
del mandelato de Dletilo (39) 
(44), de l. aminólisis con n-

12. ESTEREO- y REG IOSELECT1VlDAD DE LA AMI NÓLlSIS DE DIÉSTERES 
FUNCIONALIZADOS CATALlZADA PO R LIPASAS 

a) Rcgioselect ividad y estercoselectividad en la aminólisis enzimática del 
bidroxisuccinalO de dimctilo (52): 

La utilidad de ambos cnantiómeros del ácido málico y sus derivados, ha sido mostrada 

ampliamente a través de su utilización como importante bloque constructor quiral.lU-192 En 

virtud de lo amerior, se desprende el interés en el estudio de la aminólisis de ésteres del ácido 

málico (ácido hidroxisuccínico) con el objetivo de investigar la rcgioselectividad del proceso. 

y su potencial aplicación de una ó ambas amidas regjoisoméricas a la síntesis de compuestos 

heterocícJicos intcresanles. 19l 

Se procedió a probar la aminólisis enzimática de los dos enantiómeros del 

hidroxisuccinalO de dimctilo (52), pues ambos se encuentran en forma disponible. pero no el 

compuesto racémico. De cualquier farola. midiendo el grado de conversión de la reacción 
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enzimática para cada enantiómero por separado, y comparando la conversión de cada uno, 

permite tener idea del grado de selectividad de la misma (aunque siempre es conveniente 

medir la enantioselectividad a partir de la reacción competitiva en que ambos enantiómeros se 

encuentren presentes y en la misma concentración). Era interesante observar la posible 

enantioselectividad en la aminólisis de este sustrato, que tiene un grupo hidroxilo en posición 

a respecto a uno de los grupos carbometoxi lo, que de acuerdo con nuestros resultados previos, 

no ejercía estereoselectividad en el proceso de aminólisis de 2-hidroxiésteres simples, y que 

también es P respecto al otro grupo carbometoxilo, y que de acuerdo con los resultados con p
hidroxiésteres por el profesor Gotor y su grupo,IO¡.I02.136.141 debería ejercer una notable 

enantioselectividad. Al efectuar el experimento con cada enantiómero por separado, los 

malatos de dimetilo "R" y "S", la aminólisis enzimática procedió aceptablemente en ambos 

casos (Esquema VIl.16, Tabla VII.l4). Sin embargo, aunque se anticipó y se confirmó la 

formación de la amida regioisomérica (53) correspondiente al éster más reactivo (C I), el 

proceso mostró sólo un modesto grado de selectividad (expresada como selectividad relativa 

S. r. (RlS» con las tres enzimas probadas: la lipasa CAL y las proteinasas de Bacillus 

Iicheniformis y BacilIus alcalophyIlus. La reacción fue regioselectiva hacia el éster más 

reactivo, con cada una de las tres enzimas siendo la lipasa CAL la más eficiente en el grado de 

conversión del proceso, así como en el grado de selectividad, expresado en la relación de las 

conversiones y la selectividad relalÍva: S. r. (RlS), Tabla VI1.l3. 

o OH 

~
O M e + H2N ............... 

MeO " 1 , 
O 6 

52 

CAL 

Dioxano 

O OH 

MeO~~ ~ 
O 

53 

ESQUEMA VII. 16. Reaccion de aminólisis enzimlitica regioselectiva de los ena.otiómeros 
del hidroxisuccinato de dimetilo (52), con n-bu tila mina y CAL como catalizador 

No hay reacción en el testigo en este tiempo. Con Optimasa en 72 h, la conversión no 

varió mucho (82%), y con Opticlean no rebasó el 65% en 24 h. Como puede verse en la 
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Tabla V1Ll4. la selectividad relativa de la enzima CAL es mayor en las primeras horas (S.r. 

(RlS)= 1.8), pero disminuye con el transcurso del tiempo (S.r. (RIS)= 1.5 en 8.5 h.). Con la 

proteinasa Optimasa-440,la selectividad es baja (S.r . (RIS) = 1.1-1.3) y no muestra ninguna 

tendencia con el transcurso del tiempo. Con la proteinasa Opticlean. se observa una 

selectividad relativa ( S.r. (RJS) = 1.0, Y como en el caso de Optimasa, es muy baja. 

Tabla VII.13. Aminólisis de los isómeros R1S del hidroxisuccinato de dimetilo (53) con 
varias enzimas 

TIEMPO DE CAL Optimasa Opticlean 
REACCJON 

RlS S.r. (RlS) RlS S.r. «(RIS) RlS S.r. «RlS) 
(%) (%) (%) 

0.5 h 34.0/18.5 1.8 32.5130.5 1.1 28.5/24.1 1.2 

2.5 h 68.5/38.0 1.8 57.0/42.4 1.3 49.0/48.0 1.0 

4.5 h 77.5/48.0 1.6 63.5/57.5 l.l 54.9/54.0 1.0 

8.5 h 85 .0/57.0 1.5 77.0/60.3 1.3 64.5/61.7 1.0 

RlS .. Relación de conversión de los isómeros del malato de dimetilo, Selectividad relativa: S.r.(RIS). T-28-
30°C. Disolvente: dioxano: Condiciones CG-EM: Tc- ISO "e. T ..,..-T ... - 200°C. 

A continuación. se realizó un ensayo comparativo del efecto del disolvente sobre la 

actividad catalítica de la enzima CAL para la aminólisis de los dos isómeros "R" y "S" 

hidroxisuccinato de dimetilo (52) con n-butilamina. en términos de magnitud de la conversión 

(Tabla VII. 15). 

Como puede verse en los resultados de la Tabla Vn.I5. no existe un apreciable efecto 

del disolvente sobre la enanliodiscriminación de la enzima en los estereoisómeros del sustrato 

(no ocurre aminólisis no enzimática en los éteres dioxano y MTB). Sin embargo, se aprecia 

que a) el dioxano pennite una mayor conversión catalítica de CAL de la reacción del isómero 
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R que MTSE, pero es muy similar para el isómero S, por lo que se deduce que la selectividad, 

aunque es mayor en dioxano, no lo es notablemente, y b) el isooctano no es un disolvente para 

la aminólisis catalizada porque se notó un muy alto porcentaje de la aminólisis química en el 

testigo, durante el tiempo del seguimiento de este experimento. 

TABLA VlI.15. Aminólisis de los isómeros R/S del hidroxisuccinato de 
dimetilo con II-butilamina en diferentes disolventes 

DISOLVENTE CONVERSION DEL CONVERSION DEL 
ISOMERO R (%) ISOMERO S (%) 

E' B' E' B" 

Dioxano 85.0 N.R. 57.4 N.R. 

MTBE 70.5 N.R. 56.7 N.R. 

Isooctallo 49.5 45 49.0 45 

S.r.(R/S)' 

1.5 

1.2 

, 
• 

Notas: l. Tiempo de reacción; 8 h., 2. Enzima: CAL, 28-30°C .• 3. Selectividad relativa: S. r.(RIS). 

En conclusión, y a la vista de los resultados de las correspondientes reacciones 

enzimáticas, es evidente que las enzimas probadas no muestran una enantiodiferenciación 

apreciable en los estereoisómeros del malato de dimetilo (52). Esto probablemente sea debido 

a que la reacción es muy rápida al encontrarse activado el carbetoxilo con el hidroxilo en 

posición 2, tal que se suprime toda estereoselectividad, y que al no fonnarse el regioisómero 

menos reactivo, no se observa el efecto del grupo hidroxilo "en posición 13", que de acuerdo 

con lo comentado en la página 49, sí d e~ria ejercer la enantioselectividad esperada. 

b. Regioselectividad en la aminólisis enzimática del2-metilidenglutarato de dimetilo 

Se seleccionó al 2-metilidenglutarato de dimetilo (itaconato de metilo) (54) como 

sustrato, para estudiar la influencia de la geometría del sistema 7t en la actividad cataJítica de 
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esta lipasa. Existen numerosos ejemplos en la literatura que demuestran que la presencia de 

insaturaciones y la configuración del doble enlace, afectan drásticamente a la actividad de 

algunas lipasas.1904.197 

Se realizó este estudio con la reacción entre el itaconato de dimetilo (54), Esquema 16, 

con n-butilamina, bajo las condiciones de reacción empleadas anterionnente, es decir dioxano 

como disolvente y CAL como biocatalizador. En esta reacción se obtiene como único 

producto el amidoéster a,p-insaturado (55), resultante de la monoaminólisis selectiva del 

diéster. La estructura de este amidoéster fue confinnada por CG-EM y mediante análisis 

espectroscópicos de IR, IH_RMN, 13C_RMN, así como por espectrometría de masas. Bajo las 

mismas condiciones de reacción, y en ausencia del catalizador, se obtiene, como cabría 

esperar, el correspondiente aducto de Michael (56). 

CH, 

MeO~ 1 OMe . , 
J 

O . O 
54 

CAL CH2 

+ H 2N~ --::,,--- ....... ..",-..... _~~ 5./"'.... J Jl, -1 1 ..; OMe 
Dioxano -.......",......"... lf 4 --; 1 lf 

6 O ss O 

H 
H 2c.-N~ 

MeO~oMe 

O O 
56 

No observado 

ESQUEMA VILl? Reaccion de aminólisis enzimática regioselectiva del 2-
metilidenglutarato de dimetilo, con n-b.utilamina y CAL como catalizador 

139 



VIIL CONCLUSIONES 



Conclusiones 

1. La amin6lisis química de 2-hidroxiésteres y 2-hidroxilactonas. con una variedad de aminas, 

es un método general para la obtención de las 2-hidroxiamidas correspondientes, aunque los 

rendimientos varían de regulares a buenos en función de la estructura de la amina, y en menor 

grado también de la estructura del 2-hidroxiéster. Los rendimientos, son mejores si la amina es 

alifática, disminuyen si está funcionalizada (por ejemplo un aminoalcohol) y son 

drásticamente más bajos si la amina es aromática Dentro de las alifáticas, las aminas lineales 

son más reactivas que las ramificadas, lo cual era de esperarse. . 

2. Para la aminólisis biocatalizada por enzimas en disolvente orgánico: los 2-hidroxiésteres 

son sustratos para las lipasas de Candida cilindracea, Pseudomonas cepacea, y también lo son 

para las proteinasas de Baci/lus Iicheniformis y de Bacillus alcalophyllus. Sin embargo, la 

lipasa de Candida antarctica muestra una amplia especificidad de sustrato, porque pennite 

cadenas alifáticas en la porción de acilo y en la de alcoxilo de los 2-hidroxiésteres, aunque 

menor selectividad que PsL para el 2-hidroxipentanoato de etilo. La CAL aceptó un amplio 

rango de 2-hidroxiésteres como sutratos acflicos. En cuanto aJas aminas: Las amiDas alifáticas 

menos impedidas son las más reactivas y las que producen los mejores resultados en las 

reacciones biocatalizadas con CAL (lo mismo que las aminólisis no biocatalizadas). Las más 

voluminosas como ciclohexilamina y las aromáticas como anilina, dan rendimientos más 

pobres. Por su parte, con los aminoalcoholes el proceso biocatalítico con CAL fue 

quimioselectivo hacia el grupo amino, siendo notable el hecho de que no se observa el 

producto de la reacción de transesterificación en el rango de tiempo de duración del análisis. 

3. La aminólisis de 2-hidroxiésteres racémicos con aminas catalizada por CAL procede con 

enantioselectividad muy pobre, aún variando el disolvente orgánico (dioxano, cloruro de 

metileno. hexano, isooctano). La modificación estructural del sustrato. como la sustitución del 

grupo hidroxilo en posición a, por un grupo más hidrofóbico y voluminoso como el benciloxi, 

mejora los resultados de enantioselectividad, aunque no de manera notable. Por otro lado el 

reemplazo de la cadena alifática de la porción aciJo del 2·hidroxiéster, por un anillo aromático. 

detennina que el proceso biocatalítico de aminólisis ocurra con alta enantioselectividad. 
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4. El dioxano es un excelente disolvente para la aminólisis enzimática de 2-hidroxiésteres, 

suprimiendo la reacción qufmica y favoreciendo el proceso catalizado por la enzima. Sin 

embargo, disolventes hidrofóbicos como isooctano no suprimen la reactividad de la amina, 

ocurriendo el proceso no catalizado más rápidamente en comparación con el dioxano. 

5. Las 2-hidroxilaclonas probadas (2-hidroxibutirolactona y 3,3-dimetil-2-

hidroxibutirolactona) son muy reactivas a la temperatura de los ensayos (28-30·C) y no son 

sustratos para la CAL. 

6. La aminólisis de 2-hidroxiésteres más funcional izados, ocurre fácilmente con excelente 

regíoselectividad con los dos sustratos probados: en el caso del malato de dimetilo, sin 

embargo, ocurre con una baja estereoselectividad. Con el itaconato de dimetilo el proceso 

también ocurre con una excelente regioselectividad. 

En rcsúmen, en el presente trabajo, se estudió la aminólisis enzimátiea de 2-

hidroxiésteres simples y funcionalizados en disolventes orgánicos con aminas, y los 

resultados indican que es posible obtener las amidas de compuestos simples y 

polifuncionales de manera más rápida, simple y con mejores rendimientos de los 

productos, que el procedimiento de aminólisis química de los ésteres mediante 

clllcntumiento, efcctundo en este trabajo. La principal aportación de este trabajo es la de 

prcsentnr una valion alternativa a 105 procedimientos descritos por las condiciones 

suaves de r e~ l c ci ó n , lo fácil de su manejo y los rendimientos de las amidas obtenidas. 

Finalmente, aunque el proceso ocurre con un buen grado de regioselectividad, 

produce una baja estereoselectividad. La razón de este último aspecto es aún 

desconocida, por lo que en futuros trabajos, deberán realizarse estudios de 

modelamiento molecular. En aras de obtener la enantioselectividad deseada, deberán 

realizarse estudios a nivel de variaciones en las condiciones de reacción como son: el tipo 

de enzima, o bien el utiliza r equivalentes sintéticos de los 2-hidroxiésteres. 
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IX.I MATERIALES Y MÉTODOS: 

TÉCNICAS INSTRUMENTALES DE USO GENERAL 

Puntos de Fusión: se determinaron en un aparato "Büchi" modelo 510 y no están corregidos. 

Espectros de Infrarrojo: se determinaron en equipos Perkin-Elmer, modelos Paragón 500 y 

Paragón 1000 con transformada de Fourier, utilizando soluciones tanto de las muestras sólidas 

como de las líquidas en una concentración de 5-10 mglml en CHCi) 6 acetona como 

disolventes, utilizándose celdas de KBr ó mediante el dispositivo HATR. 

Espectros de RMN de Hidrógeno (RMN-'H ): se efectuaron en varios tipos de equipos; 

Varian de 250 y 300 Mhz • Bruker AC 200 de 200 Mhz Y Bruker AC 300 de 300 Mhz. Los 

espectros de RMN de flúor (RMN-19F) se efectuaron en la frecuencia del núcleo de I~ de los 

equipos Bruker. Los valores de desplazamiento químico se expresan en ppm respecto al TMS, 

usado como la referencia interna y como disolvente COCho 

Espectros de lUasas: se llevaron a cabo en un equipo acoplado de cromatografia de gases

espectrometría de masas de la marca Shimadzu modelo QP-5050, mediante la técnica de 

impacto electrónico (75 eV), utilizandose un analizador de tipo cuadrupolar. 

La medición de rotación óptica: se realizó en 2 polarímetros, un Perkin-elmer modelo 241, y 

un modelo 341 en unidades de 10.1 grado.cm2.g- I
, utilizando la línea D del sodio. 

Cromatografía de Gases: las bioconversiones fueron seguidas por cromatografia de gases, 

bajo las siguientes condiciones: como fase estacionaria una columna de Supelcowax 10, 30 m 

de longitud, 0.32 mm de diámetro interno y 1.00 J.UTI de espesor de película, gas acarreador Nl 

y detector de ionización de flama.), temperaturas del inyector y del detector 250°C, con una 

rampa de temperatura de la columna: la inicial de 130°C, y la final de 210°C (20°C/min.) 

durante 15 mino Se utilizó un cromatógrafo Hewlett-Packard modelo 5890 Series II . 
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Los excesos cnantioméricos: se determinaron por RMN-1H y RMN_19F en el mismo equipo a 

partir de los ésteres de Mosher correspondientes. También se utilizó el sistema acoplado de 

CG-EM mencionado arriba, con la columna quiral Cydex (una p-ciclodextrina). 

Alternativamente el e. e. fue medido en un equipo de CLAR de la marca Shimadzu, modelo 

LC-IOAD equipado con una columna qUiTa! "Chiralcel-OD" de DAICEL INDUSTRIES y un 

detector de fotodiodos a 210 nm. 

ENZIMAS Y REACTIVOS DE USO GENERAL. 

Cromatografía en capa fina: se utilizaron cromatofolios de Merck de gel de sílice 60 

(espesor 0.25 mm) que incorporan revelador para luz ultravioleta. 

Para el revelado de las placas se utilizó una solución acuosa de K2CrO. al 5 %, Yodo y 

luz U.V., o bién una solución de KMnO. al 1 % en solución acuosa-alcalina (2.5 g KMn04 

12.5 NaOH y 12.5 g K,CO, a 250 mL). 

Cromatografía en columna: se utilizó gel de sílice 60 de Merck (230-240 mallas) y mezclas 

de Hexano-AcOEl, AcOEl-ElOH, como eluyentes. 

Enzimas: 

Enzima 

Lipasa de Candida anlarclica 

Lipasa de Candida cilindracea 

Lipasa de Pselldomonas cepacia 

Proteinasa de proteinasa de Baci/lus licheniformis 

Proteinasa de proteinasa de Bacil/us alcalophyllus 

Proteasas a- Quimiotripsina y Papaína 

Compañía 

Novo Nordisk. 

Sigma-AldTich. 

Amano. 

Solvay Enzimes. 

Solvay Enzimes. 

Sigma-Aldrich. 

Sustratos y reactivos: se adquirieron de Sigma-Aldrich, Fluka y Baker. 

Disolventes: se adquirieron de Merck ó Baker de grado R. A. 
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DESCIUPClÓN DE LOS MÉTODOS EXPEIUMENTALES GENERALES 

PUIUFICACIÓN y SECADO DE LOS DISOLVENTES ORGÁNICOS: 

En base a lo reportado en la literatura, los disolventes requeridos para las reacciones 

químicas y catalizadas por enzimas, se purificaron via el siguiente procedimiento: i) Los 

disolventes se sometieron a reflujo en presencia de sodio metálico: dioxano e isooctano, ii) 

Purificación mediante destilación fraccionada, iii) Almacenamiento en recipientes ámbar, 

uti lizando mallas moleculares de 3Á, para mantenerlos anhidros. 198. 199 

El dioxano, THF, éter diisopropilico y metil t-butil éter se sometieron a reflujo durante 

12 h con sodio metálico, se destilaron y se almacenaron sobre mallas moleculares de 3Á. La 

piridina se sometió a reflujo durante 12 h con lentejas de hidróxido de potasio, se destiló y se 

recibió sobre mallas moleculares de 3A. El tolueno y el isooctano, se sometieron a reflujo 

durante 6 h sobre sodio metálico, se destilaron y se recibieron sobre mallas moleculares de 3Á. 

El l-Butanol y el acetonitrilo se destilaron dos veces con una columna de fraccionamiento al 

vaCÍo y se preservaron sobre mallas moleculares de 3Á. 

Seguimiento de las reacciones químicas y enzimáticas: 

El seguimiento se llevó a cabo retirando una muestra pequeita (de 5 J.LL) con una 

jeringa, disolviendo en unas gotas de diclorometano y aplicando una gota pequeita en una 

placa de 5 cm x 5 cm de silicagel soportada en placa de aluminio, y eluyendo con mezclas de 

hexano: acetato de etilo en diferentes proporciones. Los reveladores utilizados se mencionaron 

anteriormente, y se aplicó un calentamiento a 50 a 70°C. El avance de las transformaciones 

químicas (y posteriormente las enzimáticas), se realizó mediante la observación de la 

desaparición de las materias primas o aparición de los productos, en base a su Rf en placa fina, 

ó su tR en cromatografia de gases. 
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Aislamiento y purificación de los productos: 

La purificación de las mezclas de las reacciones se realizó mediante cromatografía 

preparativa en placa fina, en columna flash convencionaJ, mediante destilación con vacío, ó 

mediante recristalización. 

Elucidación estructural : 

Mediante las técnicas espectrofotométricas comunes como: Espectroscopía infrarroja, 

Espectrometría de Masas y Resonancia magnética nuclear. 

Aminólisis química: preparación de los productos, 2-hidroxiamidls mediante síntes is 
química. 

Se mezclaron cantidades equimoleculares del 2-hidroxiéster ó de la 2-hidroxilactona y 

de la amina. La mezcla se calentó a reflujo durante un cierto período de tiempo, hasta la 

desaparición de las materias primas, y la observación en forma importante de los productos 

correspondientes. 

PrcplHación de 2-hidroxiésteres (36) y (38), comercialmente no disponibles mediante 
síntesis química. 

• 200-20 1 
Acoplalluento con DCC 

Uti lizando atmósfera de nitrógeno, se pesaron 2 meq. del ácido carboxílico (2-

hidroxi isopentanoico ó del ácido 2-hidroxioctanoico) y se adicionaron 10 mL de etanol 

absoluto. A la solución anterior, se adicionaron 1.05 meq. de DCC, y la mezcla resultante se 

agitó durante 12 h. Se filtró la solución resultante para remover la diciclohexi lurea y la fase 

líquida se concentró y el éster etílico crudo se purificó por CC. 
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Preparación de la 2-oxo-J,J-dimetil-y-butirolactooa (28). 

A una solución 20 mmol de 2-hidroxi-3,3-dimetil-y-butirolactona (pantolactona (5» en 

25 mL de tetracloruro de carbono, se adicionó en 1.5 h, una solución de bromo (7.03 g, 43.45 

mmoles) en 43 mL de tetracloruro de carbono a temperatura ambiente. Se calentó a reflujo 3.5 

h Y se dejó agitando toda la noche a temperatura ambiente. Se removió el disolvente mediante 

rotavapor. Se adicionaron a la mezcla anterior 20 mL de cloruro de metileno y se puso a 

reflujo, pero el producto sólo se disolvió parcialmente. Posteriormente se adicionaron 20 roL 

de cloroformo y se reflujó durante 1.5 h, disolviéndose mayor cantidad del producto. Se 

decantó la solución de color rojizo, se adicionó 1 g de carbón activado, se reflujó durante 0.5 h 

Y se filtró sobre celita. La mezcla se concentró a la mitad de su volúmen, se enfrió y de la 

solución se obtuvieron unos cristales blancos, puros por cromatografia en capa fina, pf=65-

67°C, con un rendimiento práctico del 90%. 

Amioólisis enzimática preliminar. 

Se prepararon soluciones de 1.5 mmoVmL de cada sustrato (lactato de n-butilo (1), 2-

hidroxi-y-butirolactona (4) y pantolactona (5» en 2 mL de dioxano y se les adicionaron 135 

mg de la enzima CAL, ó 200 mg de la enzima papaína y finalmente se adicionaron 1.5 mmol 

(2 mL de la solución de la amina en dioxano) a cada uno de los sustratos. Se llevó a agitación 

orbital a una temperatura de 28-30°C. Conjuntamente, se llevaron a cabo las reacciones de los 

testigos. preparando los viales que contenían cada uno de los reactantes, pero sin la enzima. 

La reacción se siguió a intervalos de tiempo: a las 1.2,4,6,24,48 h, a los 3, 4, S, 6, 7 

días, e incluso a las 2, 3 Y hasta 4 semanas en algunos casos. Al tiempo en que se detectó la 

aparición de un producto con la desaparición consecuente del sustrato, se filtró la suspensión 

de la enzima y se lavó con cloruro de metileno. La solución resultante se concentró en 

evaporador rotatorio. Se aislaron y purificaron los productos por cromatografia en columna y 

se prepararon muestras puras y secas de los productos para su determinación estructural 

mediante IR y RMN. 
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Intento de aminólisis de acetato de etilo mediante catálisis con csterasas. 

Se pesó la cantidad de enzima equivalente a 7000 PLU de CAL, en viales de 5 mL y se 

adaptó un septum. Se secó al alto vacío durante 15 minutos y se despresurizó con nitrógeno. 

Se adicionaron 3 mL de acetato de etilo con jeringa hipodénnica y finalmente se adicionaron 

109 ).1L de bencilamina. La mezcla de reacción se llevó a agitación orbital, a la temperatura 

indicada y se muestreó y analizó periódicamente mediante CCF. 

Procedimiento 1 para la 3minólisis enzimática. 

Se pesaron 1.5 mmoles del éster etílico ó n-butílico del ácido láctico racémico ó quiral . 

en viales de 5 mL y se adicionaron 2 mi de dioxano. A la mezcla anterior, se adicionaron 135 

mg de la enzima CAL y posteriormente 1.4 mmoles (en 2 mL de dioxano) de cada una de las 

aminas: (n-butilamina (6), n-amilamina (25) n-hexilamina (14), 3-aminopropanol (16), 

ciclohexilamina (15), anilina (18), 2-aminoetanol (28), cx-metilbencilamina (7) y sec

butilamina (17). Simultáneamente. se preparó un vial testigo. para cada una de las reacciones 

enzimáticas con cada amina donde no se incluyó la enzima. Los viales se llevaron a agitación 

orbital, siguiéndose a diferentes intervalos de tiempo: 0.5, 1, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6, 8, 24, 48, 72 

h. Al cabo del tiempo de la birotransforrnación. se filtró la solución de la enzima y se lavó con 

d oruro de metileno, para posteriormente concentrar en un evaporador rotatorio. Los productos 

se ais laron y purificaron por CCF preparativa o cromatografia en columna, y finalmente los 

productos aislados se analizaron por IR y RMN_IH. 

Procedimiento 11 para la aminólisis enzimática. 

Se pesaron 400 mg de CAL en viales de 5 mL y se adaptó un septum. La mezcla de 

reacción se secó al ailo vacío durante 15 min y entonces se despresurizó mediante la 

introducción de nitrógeno. Con una microjeringa se adicionó el sustrato acilante (2.0 mmoles), 

seguido de la adición de 4 mL de dioxano seco (con una jeringa hipodérmica), y finalmente se 

adicionaron 2.1 mmol de la amina (n-buti lamina (6) y a -meti lbencilamina (7». El vial con la 
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mezcla de reacción, se llevó a agitación orbital a 28-30°C. Simultaneamente, se prepararon los 

viales testigo que contienen cada uno de los reactantes sin la enzima. 

La reacción se analizó a intervalos regulares de tiempo de: 15 min, 30 min, 1, 2,4,6, 

20 Y 24 h. En cada uno de estos intervalos, se toma una muestra de 2-5 ~, se diluye con con 

cloruro de metileno y se analiza mediante las técnicas correspondientes (CCF ó CO). Al 

finalizar la reacción, la mezcla de reacción se filtró al vacío, y la enzima se lavó con 5 mL de 

cloruro de metileno y la solución filtrada se concentró en un evaporador rotatorio. Los 

productos se aislaron y purificaron por CC y se caracterizaron mediante IR y RMN_1H. 

Proccdimicnto para el estudio de la estereoselectividad de la aminólisis de 2-
hidroxipentanoato de etilo (35) catalizada por CAL en dioxano. 

En uno de 2 viales de 5 mL se pesaron 300 mg de CAL y se adaptó un septum. Al otro 

vial (del testigo) no se adicionó la enzima. Ambos viales se secaron al alto vacío 

(aproximadamente 1-3 mm de Hg) durante 15 min y entonces se despresurizaron con 

nitrógeno gaseoso. Se adicionaron 12 rnL de dioxano a cada uno de los viales y posteriormente 

se adicionaron 450 ~L de 2-hidroxipentanoato de etilo con una microjeringa, y finalmente 163 

~L de bencilamina. Se llevó a agitación orbital a 28-30°C. A las 6 h se detuvo la reacción, 

filtrándose la mezcla de reacción para separar la enzima, que se lavó con 5 rnL de cloruro de 

metileno y la solución filtrada se concentró en un evaporador rotatorio . El residuo se sometió a 

purificación por ce flash, utili zando hexano:acetato de etilo (2: 1) y seguido de los mismos 

disolventes en proporción 1: 1, para obtener, después de concentración en el evaporador 

rotatorio seguido de secado a la N-(bencil)-2-hidroxipentanamida (47). Se determinó el 

espectro de R.MN_1H que se muestra en la Figura (VII .5). 

d I ' "d d M h 202·203 Obtención del cloruro e ael o e os ero 

Se depositaron 3.4 g del ácido de Mosher (ácido-a.-metoxi-a-(trifluorometil) 

fcni lacét ico) solidificado (almacenado a 4°C), en un bulbo bajo atmósfera de nitrógeno. Se 

ad icionaron 40 ml (52 equivalentes) de cloruro de tionilo. La mezcla se tornó clara 
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homogénea, se le adaptó un bulbo bajo corriente de nitrógeno y se dejó a reflujo por toda la 

noche. Cuando la reacción estuvo completa, se ensambló un equipo de microdestilación al 

vacio y se destiló el cloruro de Mosher a 65-75°C, como un líquido claro incoloro. 

Obtención de los derivados de Mosher (48 y 49) de los 2·hidroxiésteres (35 y 3) Y 2· 
'd ' 'd (47 9) 204-20S In roxlaml {IS y. 

A una cantidad determinada del 2-hidroxiéster o la 2-hidroxiamida (20-30 mg), pesada 

en un vial, se adicionó 1.6 equivalentes de 4-N, N-dimetilamino anilina, y se secó al alto vacío 

durante 15 mino a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo, se despresurizó con 

nitrógeno, y entonces se adicionaron 1.5 mL de cloruro de metileno seco (recién destilado) y 

enseguida se adicionaron 1.5 equivalentes del cloruro de Mosher. A las 3 h ~ se paró la 

reacción. a través de neutralización con 1 mL de HCI 1 N Y enseguida con 1 roL de una 

solución saturada de bicarbonato de sodio. El derivado obtenido se secó con sulfato de sodio y 

luego al alto vacío, y se determinó el espectro de RMN_ 19F. 

Preparac ión de 2-bcnciloxi propionato de etilo (48). 

En un matraz bola de 25 mL seco, se pesaron 8.2 rnmoles de NaH, y se adicionaron 

con jeringa (a través de septum de hule), 7 mL de THF seco. A la suspensión anterior, se le 

adic ionaron 6.84 mmoles de bromuro de hencilo, y mientras se mantuvo cnfríado con hielo, y 

con agiwción. se adicionaron gota a gota 6.84 rnmoles de lactato de n-butiJo (1). La mezcla se 

tornó ligeramente amarillenta, hacia el final de la adición del éster. Se dejó en hielo durante 10 

mino y posteriormente a temperatura ambiente durante 4 h. A la mezcla resultante, se 

adicionaron 2 mL de HCl IN. Se separó la fase orgánica y se lavó con agua hasta un pH final 

de 6 (5x5 mL). Se secó con Na2S04, se filtró y se concentró en un evaporador rotatorio. El 

producto acei toso de color ligeramente amarillento y olor pungente, se purificó por ce flash 

(hex:AcOEt, 9:1), El espectro de RMN·'H de (48) se muestra en la Figura (VIl ,II) , 
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Aminólisis catalizada por CAL de 2· benciloxi propionato de etilo (48). 

En uno de 2 viales de 5 ml se pesaron 472 mg de CAL y se adaptó un septum. Al otro 

vial (del testigo) no se adicionó la enzima. Ambos viales, se secaron al alto vacío durante 15 

minutos y entonces se despresurizaron con nitrógeno. A cada uno de los viales se adicionaron 

5 mL de cloruro de meti leno y posteriormente con una microjeringa, se adicionaron 472 mg (2 

mmoles) del 2·benciloxipropionato de etilo (48), y finalmente, a cada uno de los viales se 

adicionaron 2 mmoles (109 ¡.tL) de bencilarnina. El vial con la mezcla de reacción se llevó a 

agitación orbital a 30°C. La reacción se detuvo a las 10.5 h, se filtró la enzima, se lavó con 

cloruro de metileno y se evaporaron los disolventes mediante rotavapor. El residuo se sometió 

a purificación por ce Flash, uti lizando hexano:acetato (8:2), seguido de 1: 1. Se obtuvo 

aproximadamente 20% del producto (S I). El espectro de RMN.1H de (S I) se muestra en la 

Figura (YIJ.J 2). 

El exceso enantiomérico de reactantes y productos se determinó por cromatografia 

líquida de alta resolución (CLAR) usando una columna quiral, de acuerdo con el siguiente 

procedimienlOs: se procedió a preparar 8 viales de 9 mL. A 4 de ellos se adicionó I mg del 

éster y la amida racémicos y quirales. A cada uno de los viales anteriores, se adicionó 0.2 mL 

de isopropanol, seguido de 3.8 mL de hexano. Así, la concentración de cada compuesto fue de 

0.25 mg/rnL (en la mezcla de isopropanol al 5% en hexano). Se filt ró cada una de las 

soluciones anteriores en los 4 viales limpios restantes, de los cuales se tomaron 20 ¡.tL con 

microjeringa, para anal izar la composición enantiomérica, mediante HPLC a un flujo de 0.8 

mUmin, 3% de isopropanol (hexano) para los sustratos: tR 6.729 Y 8.225 para cada 

enantiómero respectivamente; y un flujo de 0.8 mUmin. 5% de isopropanol (hexano) para los 

productos, tR 17.976 Y 19.749 para cada enantiómero respectivamente. 
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IX.2 DATOS ESPECfROSCÓI'ICOS DE ALGUNOS COMPUESTOS: 

N -( Il-b U t i1)-2-h id ro xi p ropa n am id a 

IR (película), v (cm"): 3327 (OH, NH), 1654 (C ~ O , amida 1), 1542 (O ~ C-N H , amida 11). 

RMN IH (200 MHz, COCI]), ~ (ppm): 0.92 (t, 3H, CH]- CH2)' 1.4 (d, 3H, CH,-CH), 1.3-1.6 

(m, 4H, 2CH, ), 3.25 (t d, 2H, CH,-N), 4.2 (q, IH, CH-OH), 4.4 (s ancho, H-O-CH intercambia 

con 0,0), 6.9 (s ancho, N-H, no intercambia con 0 ,0). 

N-(IJ-butiI)-2,4-dihidroxibutanamida 

OH 

/'... J-. . ~ ~C H ] 
HO' .....,.. Ir 

° 
IR (película), v (cm"): 3328 (OH, NH), 1653 (C ~ O , amida 1), 1527 (O ~ C - N H , amida 11). 

RMN I H (200 MHz, COCli), & (ppm): 1. 15 (t, 3H, Q:!.¡), 1.3-1.8 (m, 6H, 3CHil, 2.98 (s ancho, 

H-O-CH,.CH, intercambia con O, O), 3.27 (t d, 2H, CH,-N), 4.5 (s ancho, H-O-CH 

intercambia con O,O), 3.85 (m, 2H, CH,-OH), 4.25 (q , IH, CH-OH), 6.8 (s ancho, N-H, no 

intercambia con D.O). 

15) 



N - (II~b u t il)2· Hid roxihexa na mida 

OH 

O 

H 
N~CH 3 

Parte Experimental 

IR (película), v (cm-'): 3253 (OH, NH), 1613 (C=O, amida 1),1 536 (O=C-NH, amida 11). 

RMN I H (200 MHz, CDCI¡), ¡¡ (ppm): 0.93 (t, 6H, 2CH,), 1.2-2.0 (m, 10H, 5 CH, ), 2.2 (s, 1 H, 

CH-OH, intercambia con D,O), 3.3 (t d, 2H, Qh-NH), 4.1 (q, lH, CH-OH), 6.5 (s ancho, N

H, no intercambia con D20). 

N -(11-h exi 1)-2-h id ro xi p ropanamida 

IR (película), v (cm"): 3397 (OH, NH), 1652 (C=O, amida I), 1540 (O=C-NH, amida 11). 

RMN I H (200 MHz, CDCI,), ¡¡ (ppm): 0.92 (t, 3H, CH-CH,), 1.1-1.9 (m, I IH, CH" 4 CH,), 

2.87 (s ancho, H-O-CH intercambia con D,O), 3.28 (t d, 2H, Qh-NH), 4.22 (q, lH, CH-OH), 

6.56 (5 ancho, N-H, no intercambia con D20 ). 
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N -( c ido hexil)-2-h id roxi p ropa n am id a 

IR (película), v (cm·'): 3395 (OH, NH), 1648 (C ~ O, amida 1), 1534 (~C - NH, amida lI). 

RMN IH(200 MHz, COCI,), Si (ppm): 1.I -1.9 (m, 10H, 5 CH,), 1.35 (d, 3H, CH,), 2.6 1 (s 

ancho, H-O-CH intercambia con 0,0), 3.72-3 .94 (m, IH, CH-NH), 4.2 (q, IH, CH-OH), 6.5 

(5 ancho, N-H, no intercambia con D20). 

N-(a-metilbencil)-Z-hidroxipropanamida 

IR (pelicula), v (cm· '): 3395 (OH, NH), 1650 (C ~ O, amida ll, 1537 (O ~ C-N H , amida lI). 

RMN I H (200 MHz, COCI,), Si (ppml: 1.35 (d, 3H, HOCHQ:!,l, 1.50 (d, 3H, NH-CHCH,), 

4.0 (q , I H, CH-OH), 4.15 (s ancho, H-O-CH intercambia con 0 ,0), 5.0-5. 15 (m, I H. HN-CH

Ph), 7.05 (s al1cho, N-H, no intercambia con 0 ,0), 7.2-7.4 (1Ti, 5H, Ph). 
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N-(sec-butil)-2-hidroxipropanamida 

11< (pelícu la), v (cm"): 3320 (OH, NH), 1649 (C=O, amida I), 1541 (O=C-N H, amida 11). 

RMN 111 (200 MHz, CDCI,), ¡; (ppm): 1.25 (t, 3H, CH,.CI-h), 1.3-1 ,45 (m, 6H, 2CH,), 1.6 (m, 

2H, CH,), 2.89 (m, 1 H, Q!-NH), 3. 1 (s ancho, H-O-CH intercambia con D,O), 5.0 (q, 1 H, 

CH-OH), 6.7 (s ancho, N-H, no intercambia con D,O). 

N-(3-hidroxipropil)-2-hidroxipropanamida 

IR (película). v (cm"): 3344 (OH, NH), 1650 (C=O, amida 1), 1545 (O=C-NH, amida 11 ). 

RMN 111 (200 MHz, CDCI,), 5 (pprn): 1.35-1.45 (d, 3H, HOCHCH, ), 1.6-1.8 (m, 2H, CH,), 

2.9 ( In , 4H, CH,-NH, H-O-CH), 3.65 (t, 2H, CH,-OH), 5.0 (q, H, CH-OH), 6.9 (s ancho, N-

H, no intercambia con 0 20). 
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N -( f en i 1)-2-b id roxipropa nam id a 

IR (pelicu1a), v (cm"): 3366 (OH, NH), 1654 (C=O, amida ¡), 1534 (O=C-NH, amida 11). 

RMN IH (200 MHz, COC!,), & (ppm):. 1.4 (d, 3H, CH,-CH), 1.7 (s ancho, H-O-CH 

intercambia con 0,0), 5.0 (q, IH, Q:!-OH), 5.89 (s ancho, N-H, no intercambia con 0 ,0), 

6.3-7.0 (m, 5H, Ph). 

N -(1-fen i1-1-ct iI)-2 ,4-d ih id roxibu tiramida 

IR (película), v (cm"): 3386 (OH, NH), 1642 (C=O, amida ¡), 1522 (O=C-NH, amida 11). 

RMN I H (200 MHz, COCI,), ¡; (ppm): 1.7 (m, 2H, CH,), 1.89 (d, 3H, CH,), 2.7 (s ancho, H-O

CH, intercambia con D,O), 3.68 (s, 1 H, H-O-CH intercambia con 0 ,0), 3.85 (m, 2H, CH,

OH), 4.0 (q, IH, CH-NH), 5.25 (m, 1H, CH-OH), 6.6 (s ancho, N-H, no intercambia con 

D,O), 7.29 (s, 5H, Ph). 

157 



Parte Experimental 

N -(pen ti 1)-2-h id roxi pro pa na m id a 

OH 

N~ ~
H 

H)C CH 3 

O 

IR (pelicula), v (cm"): 3329 (OH, NH), 1652 (C=O, amida 1), 1 54 1 (O=C-NH, amida 11). 

RMN 'H (200 MHz, COCl,), & (ppm): 1.15 (t, 3H, CH,), 1.35-1.45 (m, 7H, HO·CH]. 2 CH,), 

1.55· 1.7 (m, 2H, g¡,·CH,-NH), 2.2 (s ancho, H-O·CH intercambia con 0 ,0), 2.6-2.72 (m, 

2H, CH,-NH), 5.0 (m, IH, Qt-OH), 6.25 (s ancho, N-H, no intercambia con 0 ,0). 

N-(2-hidroxietil)-2-hidroxipropauamida 

IR (pelicula), v (cm"): 3397 (OH, NH), 1652 (C=O, amida 1), 1540 (O=C-NH, amida 11). 

RMN 'H (200 MHz, COCI,), & (ppm): 1.4 (d, 3H, CH,), 1.65 (s ancho, IH, H-O-CH, 

intercambia con 0 ,0), 2.6 (s ancho, H-O-CH intercambia con 0 ,0), 2.75 (t, 2H, CH, -NH), 

3.85 (t, 2H, CH, -OH), 5.0 (m, IH, CH-OH), 5.95 (s ancho, N-H, no intercambia con 0 ,0 ). 
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