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RESUMEN

Montalvo Mata, Adan. Maestria en Ciencias de Ingenieria Bioguimica.
Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Junio 2019. “Obtencidon quimico-enzimatica de fragancias y
aromas quirales”. Asesores: Dra. Oliart Ros, Rosa Maria; Dra. Pefia Montes,

Carolinay Dr. Valerio Alfaro, Gerardo.

En la industria de las fragancias, el desarrollo y sintesis de moléculas quirales,
tales como: el aldehido 3-metil-5-fenil-pentanal (Citralis® o Mefranal®), su alcohol
derivado, 3-metil-5-fenil-pentanol (Fenoxanol®) y su nitrilo, 3-metil-5-fenil-
pentanonitrilo (Citralis nitrilo®), tradicionalmente requieren del uso de quimicos
complejos en cada etapa de reaccion, asi mismo de condiciones de reaccion que
resultan ser de dificil manejo. La obtenciébn de un solo enantiomero de los
compuestos mencionados, difiere en el perfil aromatico a la de su enantiomero
especular no superponible e incluso de la mezcla racémica, convirtiéendolos en
productos de un alto valor agregado. Por lo tanto, para la investigacion, como la
industria; Un reto es el desarrollo de metodologias de sintesis, menos abrasivas
como las de biocatalisis y biotransformacion, que usan (bio)catalizadores o parte
de ellos en condiciones de reaccion de bajo costo energético, exhibiendo -quimio -
regio y -estereoselectividad en un solo paso de reaccién. Por este motivo; el
proyecto evalud las reacciones y caracteriz6 estructuralmente los productos de
biotransformacién y biocatalisis de Mefranal® y sus derivados, determinando la
configuracion estequiométrica mediante polarimetria e interpretando las sefales
de interés en espectroscopias de CG-EM, IR-FT y RMN. Obteniendo que, en
reacciones de biorreduccion, Sacharomisae cerevisiae (bio)redujo a Mefranal®. La
rotacion Optica en +15.0° +0.2 hizo referencia a la obtencién del enantiomero (R)-
Fenoxanol® con rendimientos que oscilaron los 32% a 35%, independientemente
de los 3 medios empleados, en tiempos de 72 horas a 37°C. En la etapa de
biocatdlisis para la (bio)acetilacion de Fenoxanol® racémico, usando acetato de



vinilo como agente acetilante y Cal-B. La rotacién oOptica de -7.0° £0.1, indicé la
obtencién del enantiomero de configuracion (S)-éster de Fenoxanol® con
rendimientos del 45% en tiempos de 12 horas a 40° C. La oxima de Mefranal®
racémica se obtuvo con rendimientos del 95% en un solo paso de sintesis, usando
un sistema de reflujo con NH20H.HCI a 65°C durante 3 horas. La obtencion y la
caracterizacion estructural de la oxima de Mefranal®y el éster de Fenoxanol®, son
aportes de nuevas moléculas con perfiles aromaticos, posibles candidatas a
fragancias. Finalmente, el enantiomero de configuracion (S)-Citralis Nitrilo® (Nitrilo
de Mefranal) se obtuvo con rotacion éptica de -2.0° empleando a Cal-B, con

rendimientos del 45% y tiempos de 24 horas a 80° C.



ABSTRACT

Montalvo Mata, Adan. Master of Science in Biochemical Engineering.
Technological Institute of Veracruz. Food Research and Development Unit.
June 2019. "Chemical-enzymatic production of fragrances and chiral
aromas". Advisors: Dra. Oliart Ros, Rosa Maria; Dra. Pefia Montes, Carolina

and Dr. Valerio Alfaro, Gerardo.

In the fragrance industry, the development and synthesis of chiral molecules, such
as: 3-methyl-5-phenyl-pentanal aldehyde (Citralis® or Mefranal®), its derived
alcohol, 3-methyl-5-phenyl-pentanol (Phenoxanol®) and its nitrile, 3-methyl-5-
phenyl-pentanonitrile (Citralis nitrilo®), traditionally require the use of complex
chemicals at each reaction stage, as well as reaction conditions that are difficult to
handle. The obtaining of a single enantiomer of the aforementioned compounds
differs in the aromatic profile from that of its non-superimposable specular
enantiomer and even of the racemic mixture, turning them into products of high
added value. Therefore, for research, such as industry; A challenge is the
development of synthesis methodologies, less abrasive such as biocatalysis and
biotransformation, which use (bio) catalysts or part of them in low energy cost
reaction conditions, exhibiting -quimio -regio and -selectoselectivity in a single step
of reaction. For this reason; The project evaluated the reactions and structurally
characterized the biotransformation and biocatalysis products of Mefranal® and its
derivatives, determining the stoichiometric configuration by polarimetry and
interpreting the signals of interest in GC-MS, IR-FT and NMN spectroscopy.
Obtaining that, in bioreduction reactions, Sacharomisae cerevisiae (bio) reduced to
Mefranal®. The optical rotation at + 15.0° + 0.2 referred to obtaining the enantiomer
(R)-Phenoxanol® with yields that ranged from 32% to 35%, regardless of the 3
media used, in times of 72 hours at 37°C. In the biocatalysis stage for (bio)
acetylation of racemic Phenoxanol®, using vinyl acetate as an acetylating agent
and Cal-B. The optical rotation of -7.0° £ 0.1, indicated the obtaining of the

configuration enantiomer (S)-ester of Phenoxanol® with yields of 45% in times of



12 hours at 40°C. The racemic Mefranal® oxime was obtained with yields 95% in a
single synthesis step, using a reflux system with NH2OH.HCI at 65°C for 3 hours.
The obtaining and structural characterization of the Mefranal® oxime and the
Phenoxanol® ester are contributions of new molecules with aromatic profiles,
possible fragrance candidates. Finally, the configuration enantiomer (S)-Citralis
Nitrilo® (Mefranal Nitrile) was obtained with the optical rotation of -2.0° using Cal-B,
with yields of 45% and times of 24 hours at 80°C.
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INTRODUCCION

La industria quimica y relacionadas manufacturan una gran variedad de productos
esenciales para el crecimiento y sustentabilidad de sociedades modernas que
demuestran cierta tendencia a preferir y consumir productos “mas naturales”
(Lukin et al., 2018). Las crecientes dificultades para obtener cantidades suficientes
de ingredientes y la aparicion continua de nuevas tendencias en el mercado, han
encabezado nuevas estrategias en la obtencion de productos con alto valor
agregado.

El interés por nuestro sentido del olfato y la interaccion con mas de 10 mil
compuestos como alcoholes, aldehidos, ésteres y cetonas que hoy en dia son
denominadas fragancias quirales (volatiles a temperatura ambiente y peso
molecular menores a 300 g/mol) (Rossiter J.,1996 y Takeda K., 1964) (Brenna et
al., 2002), comenzé a finales del siglo XIX, con la investigacion de los diferentes
comportamientos y estimulos que exhiben los receptores proteicos enzimaticos
(Sundaresan et al., 2005). El crecimiento de la sintesis quimica asimétrica dio
lugar a la creacion, obtencion y uso de nuevas fragancias quirales con un enorme
potencial econémico a nivel industrial. La incorporacion de la hidrogenacion
catalitica homogénea (descrita hace casi mas de 60 afios), por lo general, muchas
veces es asistida con metales de transicidbn como catalizadores altamente quimio-,
regio- y estereoselectivos en la formacion de enlaces C-C y C=X (Lionel 2007)
(Knowles 2007) para la obtencion de fragancias quirales.

Los innumerables procesos para cubrir la demanda (transformacion de enlaces y
grupos funcionales) (Noyori y Takaya et al., 1969) (Ciappa 2004) (Lionel 2007)
(Yabushita et al. 2019) requieren condiciones especificas y grandes cantidades de
reactivos (Joshi 2016), que por lo general justifican al final, en calidades como
intensidades, el alto costo final de la fragancia quiral Gnica de consumo actual para
cada sexo (Kafka, et al. 1973) (Shirokova 2008) (Ciappa 2008). Una tarea muy
desafiante es la produccion de fragancias opticamente activas (quirales) en formas
individuales, evitando el uso indiscriminado de mezclas racémicas que se

biodegradan lentamente y tienden a bioacumularse en tejidos adiposos de



especies acudticas, permitiendo asi, evitar el efecto de diluciébn de isdbmeros
menos activos y de esta manera usar cantidades mas pequefias de fragancias
quirales. Por todo esto, es importante la busqueda de procesos que involucren la
(bio)catdlisis para acelerar las reacciones quimicas, de forma segura,
disminuyendo la cantidad de energia (Sunil y Vivek, 2016) y ocupando solo los

enantiomeros sensorialmente activos (Vecchiato 2016).



ANTECEDENTES

|. ANTECEDENTES

Una gran gama de moléculas arométicas ocupadas como fragancias opticamente
activas (quirales), fueron obtenidas a partir de aceites esenciales derivados de
animales y plantas mediante la purificacion por extraccion y destilacion.
Originalmente, la preparacion de muchos aceites esenciales que poseen
propiedades organolépticas agradables, inicio en el area de la medicina con
destilaciones en los afios 70. Particularmente es llamada “fragancia” a moléculas
organicas con sefales quimicas agradables hacia la nariz cuyas funciones se
determinan mediante la importancia sensorial, la naturaleza y procedencia (natural
0 sintética), las propiedades sensoriales y estructuras quimicas, asi mismo la
volatilidad y la concentracion de los ingredientes activos (la intensidad esta
determinada principalmente por la presion de vapor, que a su vez depende del
peso molecular) (Horst y Johannes, 2016). Una fragancia quiral es aquella
molécula aromatica que puede existir en mas de dos formas fisicas, siendo
imagenes especulares no superponibles y exhibiendo perfiles sensoriales
diferentes ante entidades quirales, cuando estan en una forma individual o
racémica.

La primera nota de perfumeria sintética usada fue el jazmin, de la cual se conocia
el aceite esencial. Para ajustarse a la alta demanda de fragancias nuevas y las
originales, la industria se esfuerza en desarrollar nuevas moléculas y o
formulaciones periddicamente. En aras de ser mas competitivo, el 16 y 18% de
ventas se esta invirtiendo en la investigacion, el desarrollo de nuevas y frescas
notas, con el surgimiento de la aplicacién de la catalisis y materiales cataliticos
para la sintesis de quimicos de especialidades. Aunque la catalisis homogénea y
heterogénea se han desarrollado desde la segunda mitad del siglo pasado para la
produccion de moléculas fragantes la primera se ha desarrollado mas en la
industria de los perfumes, asi como en otros sectores de la industria quimica fina.
No obstante, que la industria de las fragancias sea muy reservada, un estudio del

2013, reportado en Perfumer and Flavorist por analistas de Global Industry,



sefialaba que la industria esperaba alcanzar alrededor de 45.6 billones de délares
en ventas en 2018. Givaudan, una compaiiia suiza, es la mas grande en el mundo
en la produccion de ingredientes de fragancias y saborizantes, con un mercado del
25% del total en el mundo aproximadamente. Respecto de este mercado, el sector
de los saborizantes y fragancias comparten un 50% aproximadamente; mientras
que el resto son aromas quimicos y aceites esenciales. Los aceites esenciales
contribuyen alrededor del 7% a la industria de fragancias de los cuales
aproximadamente un 20% va a la industria de la perfumeria (Joshi y Ranade
2016).

El volumen anual de estas moléculas fragantes, es de mas de 6 billones de
dolares; que viene en aumento desde la segunda mitad del siglo XX, ya que
actualmente el uso de productos de la industria quimica de la perfumeria y de los
cosméticos ha llegado a ser comun en el consumo de los humanos. De esta
manera la demanda de las fragancias, ha venido creciendo con el advenimiento de
la urbanizacién, en las décadas recientes. Debido a lo anterior, significa que los
extractos naturales por si solos son insuficientes para satisfacer la demanda
diaria. Por lo que es necesario la produccién de las cada vez mas diversas
moléculas fragantes mediante sintesis quimica, que se asemejen a las producidas
por las fuentes naturales o bien permitan modificar e innovar la produccion de las
nuevas fragancias. Paralelo al crecimiento de este sector se tiene el desarrollo de
la quimica organica sintética, mediante la investigacion y el desarrollo de
reacciones de dos tipos: las que se requieren para la obtencion del esqueleto
carbonato (Reacciones con formacion de enlaces C-C); como aquellas reacciones
que permitiran la interconvercion de grupos funcionales en etapas alternativas de
la sintesis (Starkey 2012). La demanda y produccion de nuevos compuestos
guimicos en la industria de las fragancias sintéticas es desarrollada por Givaudan
obteniendo una fragancia quiral acufiandole el nombre de Mefranal® (Bauer et
al.,2002) (Fortineau et al., 2012).



1.1 Obtencién de Mefranal®y derivados

El Mefranal® (3-metil-5-fenil-pentanal, 1, FIGURA 1.1) es considerado como una
fragancia sintética Unica, ocupada como mezcla racémica en: champus, jabones,
cosmeéticos y aromas ambientales (Yamamoto et al., 2004) (Rossiter et al., 1996).
Su estructura quimica estd compuesta por un anillo bencilico monosustituido unido
a 6 carbonos derivados del isopreno; un centro quiral situado en el 3° carbono de
la cadena alifatica, le otorga la existencia de dos formas enantioméricas: R 0 S
(Cahn et al., 1956). Contenido en él, la presencia de un grupo funcional carbonilo
(C=0) de aldehido situado en el extremo opuesto con respecto al anillo aromético.
Los dos enantidmeros de configuracibn o estereoisomeros (isomeros) tienen
propiedades fisicas y quimicas idénticas, a excepcion en entidades quirales,
donde interaccionan de manera diferente con los receptores sensoriales del olfato
para dar una nota aromatica diferente, e incluso diferente a una mezcla
equimolecular de los 2 enantiomeros (denominada mezcla racémica).

El enantiomero mas activo de la mezcla racémica de Mefranal es (R)-1 con notas
aromaticas frescas como: rosas, citricos, ozono y lirio del valle, un caracter a
citronela fuerte, pronunciacion floral-aldehidica fresca con facetas afrutadas a la
verbena y el limoncillo de connotacion a latex y plastica (umbral de olor: 2.5 ng/l de
aire), mientras que la comparacién con su enantibmero opuesto (S-1) el cual tiene
caracter a citronela afieja (menos fresca), pronunciacién floral-aldehidica, faceta
afrutada en la direccion de las frutas rojas y una tonalidad graso-rosado (umbral
del olor: 7.9 ng/l de aire) (Matteoli et al., 2007).

Debido a que la estructura quimica y fisica de Mefranal, permite la existencia de
dos isémeros y contiene un grupo carbonilo C=0 de aldehido, se han llevado a
cabo diversas reacciones de interconvercion de grupos funcionales y resoluciones
racémicas para la obtencion de diversos derivados aromaticos, como posibles
candidatos a nuevas fragancias. Es asi que la obtencién de Fenoxanol® (3-metil-5-
fenil-pentan-1-ol, 2, FIGURA 1.1) mediante reacciones de reduccion es exitosa,
encontrando que las propiedades organolépticas mas activas estan denotadas en
el enantidmero R+2 al presentar un perfil aromatico tipico de Fenoxanol, pero mas

fuerte; mas suave en una nota de facetas frutales en direccién de frutos rojos y
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una tonalidad fresca incluso ligeramente acuatica (umbral del olor: 12.5 ng/l de
aire), diferente a su enantibmero opuesto S-2 que es una reminiscencia del
Fenoxanol racémico con una tonalidad rosa mas duro, mas cutre y mas metalico
(umbral del olor: 5.0 ng/l de aire). Por otro lado, el Nitrilo de Mefranal® (Citralis
Nitrilo®, 3-metil-5-fenil-pentano nitrilo, 6, FIGURA 1.1) también forma parte de las 3
principales fragancias derivadas de Mefranal, que es nitrogenada. El perfil
aromatico de la mezcla racémica y cada enantiomero individual no tiene gran
diferencia y se describi6 como una nota a citrico tipico en la direccion a limén y
geranil nitrilo. La obtencién de estos compuestos (2 y 6) son importantes para la
elaboracion de compuestos aromaticos quirales de alto valor agregado (Matteoli et
al., 2007).

OH

©/\/§\/C/

(S)-Fenoxanol® 2 (S)-Nitrilo de Mefranal® 6

(S)-Mefranal® 1

FIGURA 1.1 Estructura quimica de Mefranal® 1, Fenoxanol® 2 y Nitrilo de
Mefranal® 6 (Matteoli et al., 2007)

La obtencién separada de los 2 enantibmeros de 1, 2 y 6 fue bien reportada
principalmente por Matteoli et al., 2007, Gautschi, et al. 2007, Ciappa et al., 2008,
Superchi et al, 2011 y Gao et al, 2017 utilizando sintesis asimétrica
estereoselectiva. Una ardua investigacion de igual forma para el disefio de
compuestos interconvertibles a partir de la funcionalidad aldehido de mefranal®1,
en formas racémicas y/o individuales son la (R/S)-oxima de Mefranal 4 y los dos
(R/S)-ésteres de acetato 3 y 5 derivado de 2 y 4 respectivamente (FIGURA 1.2).
La obtencion de estos compuestos no esta reportada, lo que puede conducir a la
caracterizacion de nuevas posibles moléculas aromaticas, candidatos a fragancias

0 aromas unicas quirales



. 2 , (R)-Ester de o)
(R)-Oxima de (R)-Ester de la oxima Fenoxanol 3
Mefranal 4 de Mefranal 5 =
- (0]
S)- Olea de (S)-Ester de la oxima ;R) Ester ld;
Mefranal 4 de Mefranal 5 enoxano

FIGURA 1.2 Estructura quimica de la Oxima de Mefranal 4, Ester de Fenoxanol 3
y el Ester de la oxima de Mefranal 5 no reportadas

Fischli y Muller (1980) reportaron una primera preparacién quimica para la
obtencion de los dos enantidmeros de (R) y (S)-Fenoxanol® 2, a partir de la mezcla
de los isbmeros geométricos (Z) y (E)-7, mediante el uso de Cob(l)alamina como
catalizador homogéneo nucleofilico (siguiendo la regla de Markownikov), para
obtener rendimientos del 94 y 82% respectivamente (FIGURA 1.3). En este
proceso, los alguenos mencionados, por separado, se redujeron usando
cantidades cataliticas de cob(l)alamina en una solucion acuosa de acido acético y
como fuente de electrones se utilizé zinc en polvo, el cual se adicioné a la solucién
que contenia al catalizador homogéneo.

En esta hidrogenacion del doble enlace, se forma un intermediario
alquilcobalamina en cada caso, ocurriendo un ataque nucleofilico al doble enlace
coordinado con el catalizador (intermediario), lo cual conduce a Ila
estereoselectividad en la formacién de 82% de (R)-Fenoxanol y de 94% de (S)-

Fenoxanol, a partir de los alquenos precursores (E) y (2)-7, respectivamente.
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FIGURA 1.3 Sintesis quimica asimétrica de (R) y (S)-Fenoxanol®2 con altos
excesos enantiomeéricos, usando Cob(l)alamina como catalizador homogéneo
nucleofilico (Fischli y Muller 1980)

Como se menciond antes, Matteoli et al., (2007), en la busqueda de nuevos
perfiles aroméaticos para la industria de las fragancias, reportaron la formacién de
enlaces C-C, con estereoselectividad para producir eficientemente uno u otro de
los isbmeros geométricos de (E) y (Z)-7. La obtencion de estereoisémeros
individuales de las fragancias (R) y (S)-Fenoxanol® 2, Citralis® 1 y Citralis Nitrilo® 6
con la utilizacion de (A): 2-butin-1-ol 8 y (2-fenil-etil) litio 9, tratado con hidruro de
sodio y bis-(2-metoxietoxi)-aluminio (Red-Al®) seguido de yodo, condujo al
intermediario diastereomérico (Z)-3-metil-5-fenil-pent-2-en-1-ol 7 con alta pureza
(rendimiento del 55%). Mientras que, por otro lado, el uso (B): de bencilcetona 10
y fosfonoacetato de etilo 11 en presencia de NaH dio el intermediario éster a,p-
insaturado (rendimiento de 50%), mediante una reaccion de tipo “Wittig”, el cual
fue reducido con DIBAL® (hidruro de diisobultil aluminio) (45% de rendimiento
total), el cual condujo al intermediario diastereomérico (E)-3-metil-5-fenil-pent-2-
en-1-ol 7 (FIGURA 1.4).
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FIGURA 1.4 Sintesis quimica asimétrica de los intermediarios (E) y (2)-
Fenoxanol®7 con altos excesos enantioméricos (Ciappa et al., 2008)

Nuevamente, los intermediarios clave fueron los diasteromeros (Z) y (E)-3-metil-5-
fenil-pent-2-en-1-ol 7 ya mencionados. A diferencia del trabajo de Fischi y Muller,
el paso clave es la hidrogenacion catalitica (mediante metales de transicion)
asimétrica de los isomeros geométricos 7, que condujo a los enantibmeros
individuales de Fenoxanol® 2. La catdlisis asimétrica mediante metales de
transicion, se encuentra entre los métodos mas importantes para la sintesis de
sustancias enantioméricamente enriquecidas a escala industrial (Johnson, et al.,
2007) (Saudan 2007).

Los complejos metalicos se fabrican a escala industrial y a nivel de laboratorio
para el uso de la investigaciébn, mediante una tecnologia ya madura, que se
consolidé con la concesién del Premio Nobel en Quimica en 2001, otorgado a
William S. Knowles por su descubrimiento y uso de metales de transicibn como
catalizadores quirales en una reaccion de hidrogenacion para la obtencion del
importante aminoacido L-dopa, que se emplea para tratar la enfermedad de
Parkinson a nivel industrial. Esta tecnologia ha sido adoptada para la industria de
las fragancias (Nicholas et al., 2007 y Yang et al., 2014). La obtencién de
fragancias enantioméricamente puras mediante métodos de la sintesis quimica se
llevan a cabo en procesos de planta piloto llegandose a escalar perfectamente a
nivel de complejos equipos industriales tan sofisticados (Roberts y Whittall, 2007).
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La induccién de quiralidad en sustratos planares y la sintesis de complejos
cationicos con diferentes ligandos catalizadores, tiene metodologias que conllevan
el uso de reactivos y procesos complejos en condiciones de dificil manejo (Li
2003). Con el advenimiento de los sistemas de ligandos quirales complejos y
caros, la cuestion de la fabricacion y el uso de catalizadores preformados sobre
especies generadas in situ es comun para la hidrogenacion asimétrica
(Werkmeister et al. 2014). Matteoli y colaboradores efectuaron la hidrogenacion
asimétrica de (E/Z)-7, en presencia del catalizador Ir((S)-2-(o-difenilfosfofino fenil)-
3-ter-butil-oxazolina) ([Ir-(S)-PHOX] o [Ru-(R)-BINAP]), procediendo con completa
guimioselectividad; usando 2% de catalizador, se observo la hidrogenacién

completa de los sustratos después de 21 h (FIGURA 1.5).

S H, ©/\/\/\OH
(91 Ru-(R)-BINAP (S)-2

OH

OH
X H, - OH

(E)-Z Ru-(R)-BINAP (R)-2

FIGURA 1.5 Sintesis quimica asimétrica de (R) y (S)-Fenoxanol® 2 con altos
excesos enantioméricos, usando catalizadores complejos quirales metélicos de [Ir-
(S)-PHOX] o [Ru-(R)-BINAP] (Ciappa et al., 2008)

En resumen, el centro quiral de los enantiomeros (R) y (S) de Fenoxanol® 2, se
forma con la hidrogenacién asimétrica de los isémeros geométricos de los
alcoholes insaturados (E) y (2)-7 (FIGURA 1.5). A partir de estos compuestos, el
paso clave es la oxidacion para el tratamiento que conduce finalmente a los
enantiomeros (R) y (S) de Mefranal® 1 con rendimientos por arriba del 90% sin
pérdida de enantiopureza, empleando una columna capilar Chiraldex G-TA (GLC
quiral) y clorocromato de piridinio (PCC) (FIGURA 1.6).
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FIGURA 1.6 Sintesis quimica asimétrica de (R) y (S)-Mefranal® 1 con altos
excesos enantiomeéricos, mediante oxidacion quimica (Matteoli et al., 2007)

Existen numerosos reportes de métodos quimicos sintéticos asimétricos y una
gran gama de reactivos y sustratos (derivados del cianuro) para la obtencion de
compuestos nitrogenados bajo diferentes condiciones de reaccion (Camps Y.
Guerrero (1988) (Ballini et al.,, 2003) (Yang y Fleming 2017). El paso para la
sintesis del Citralis nitrilo® (6) en sus dos diferentes configuraciones, reporté la
utilizacion de NH20H.HCI y Nal en un medio de acetonitrilo (Ballini (98%) vy
Mateolli (90%) correspondiente en rendimiento), como transformacion final
(FIGURA 1.7) (Scrivanti et al., 2006) (Kivrak y Zora 2007) (Gozum y Mebane
2012).

(R)-2 Nal (R)-6
CH,CN

O NH,OH.HCI

H
(8)-2 (8)-6

§ 0
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FIGURA 1.7 Sintesis quimica asimétrica de (R) y (S)-Nitrilo de Mefranal®6 con
altos excesos enantioméricos, usando NH20OH.HCI y Nal (Ciappa et al., 2008)

Desde la década de los 80's, se realizaron muchos estudios que condujo a una
gama de aplicaciones a gran escala de la hidrogenacion catalitica asimétrica y el
advenimiento de los catalizadores BINAP (Roberts y Whittall, 2007). Las
investigaciones con estos compuestos demostraron que la catalisis con BINAP de

rutenio en la industria de las fragancias quirales derivadas de cetonas simples,
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hace énfasis en la importancia de los catalizadores que demuestran una mas alta
efectividad y selectividad (Ryoji 1997). Matteoli en 2011, reporto la obtencién de la
fragancias quirales (en formas enantioméricamente puras), Fixolide® 12,
Florhydral® 14 y Rosaphen® 16, los dos primeros comercializados por Givaudan y
el tercero por Symrise) con procesos de hidrogenacion asimétrica sobre dobles
enlaces de sus precursores insaturados, 11 para Fixolide® 12, 13 para Florhydral®
14 y 15 Rosaphen® 16, respectivamente, mediante la modificacion de presiones
empleando catalizadores como [Ru(CeHs)Cl2]2 y (S)-MeO-BIPHEP para dar una
ruta sintética efectiva, en cada fragancia (FIGURA 1.8).

Wy g
oA e nan:

FIGURA 1.8 Hidrogenacion asimétrica de fragancias comerciales Fixolide® 12,
Florhydral® 14 y Rosaphen® 16 (Matteoli et al., 2007)

Continuando con la hidrogenacion catalitica con metales de transicion asimétrica,
en la FIGURA 1.9, se muestra la hidrogenacion del acido (E)-3-(4-isopropilfenil)-2-
metilo acrilico 17 para la obtenciéon de la fragancia quiral Ciclamen® 18 (3-(4-
isopropilfenil)-2-metilpropanal). Esta se llevd a cabo con una enantiopureza de
aproximadamente 60%. En este caso, la hidrogenacién asimétrica efectuada con
el sistema catalitico de [Ru(CesHs)Cl2]2 y (S)-MeO-BIPHEP in situ del acido (E)-17
condujo al aldehido Ciclamen® 18, donde la hidrogenacion es selectiva en el doble
enlace C=C, sin afectar al doble enlace del grupo carbonilo, en el que la presencia
del sistema [Ru(CsHs)Cl2]2, induce la hidrogenacion asimétrica conducente a la

formacion en mayor proporcion de un enantiomero (R/S) en el centro quiral, con
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un tiempo de reaccion de 24 horas a presiones de 40 bar de Hz (Beghetto et al.,
2012).

~ "COOH COOH

H;
—_—

[Ru(CgHg)Cl2]2

(E)-17 (R/S)-18

FIGURA 1.9 Hidrogenacion asimétrica de los intermediarios de Ciclamen® 18,
asistido con [Ru(CeHs)Cl2]2 y presiones de 40 bar (Hz2) (Beghetto et al., 2012)

Por otro lado, en una reaccion diferente, la de hidroformilacion, pero utilizando un
catalizador de rodio, Paganelli et al., (2006), reportaron la sintesis de la fragancia
quiral de Florhydral® 14 con resultados de actividad o6ptica de 2.0° y 5.0°
obteniendo en exceso el isémero de configuracion (R), en presencia del complejo
de rodio como catalizador, conduciendo al precursor de 14, como se puede ver en
la FIGURA 1.10. Usando 6.3 mmol, en temperaturas que llegaban a los 150 °C, en
una relacion 13/Rh (molar ratio) igual a 1000/1, 5 mL de tolueno y una presion (Hz

y CO) igual a 35 atm.

70 atm (o]
Tolueno
13 60°C.
CO, H,
Catalizar complejo
de rodio

FIGURA 1.10 La sintesis asimétrica de la fragancia quiral de Florhydral 14®
asistida con catalizadores metalicos de rodio (Paganelli et al., 2006)

La aplicacion de catalizadores complejos de metales de transicién quirales, como
los de rutenio, Ru-[(R)-BINAP)] y Ru-[(S)-BINAP)] en moléculas proquirales

11



doblemente insaturadas fragantes, como Geraniol® 19 y Nerol® 20, mostré la
importancia de la quiralidad del complejo de rutenio y de los sustituyentes en los
mas de un doble enlace presentes en el precursor de la molécula de la fragancia,
asi como su isomeria geométrica (E/Z), por cuanto a la selectividad y la induccion
de quiralidad del catalizador produciendo los productos de la reduccién
enantioselectiva y la formacion de centros quirales (R) o (S) con excesos
enantioméricos de mas del 99% segln el precursor. De esta forma, el Geraniol®
19 y Nerol® 20 condujeron a la sintesis de los dos enantidmeros de la fragancia
quiral (R) y (S)-Citronelol® 21 como producto final, respectivamente con excesos

enantioméricos superiores al 99% (FIGURA 1.11).

Ru [(S)-BINAP)]
W/\OH )\/\)\/\
* (R)-21

Ru [(R)-BINAP)] e.e: >99%

N N N OH

20 Ru [(S)-BINAP)]
OH
FIGURA 1.11 Induccién y obtencién asimétrica de (R/S)-Citrinellol 21® mediante la
interconvercién de ligandos y la estructura quimica de la fragancia

Sin embargo, a pesar de los excelentes resultados vistos, las preocupaciones en
cuanto al uso de estos reactivos debido a su naturaleza corrosiva y peligrosa,
conduce a pensar en la importancia del reemplazo de estos reactivos con
alternativas menos dafiinas para producir fragancias quirales y que es un objetivo
principal para la quimica verde; la cual utiliza metodologias tales como biocatalisis
y biotransformaciones, el uso de microondas y ultrasonido, el uso de solventes no
convencionales (fluidos supercriticos, liquidos iénicos y DEEP (Deep eutectic
solvents) o reacciones sin solvente/mecanoquimicas como vias alternativas para
obtener procesos mas amigables con el medio ambiente. De esta manera, el

interés en el mejoramiento continuo de procesos “verdes”, hace muy importante
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retomar una consciencia en la proteccion del medio ambiente, siendo un tema
especial de la ciencia y la tecnologia sustentable (Ryoji 2003). De la misma
manera, la "biodiscriminacién” por parte de algunos microorganismos y otros
organismos animales y vegetales, revela una actividad biol6gica, por ejemplo, de
oxido-reduccién muy fuerte que permiten utilizarlos en biotransformaciones para la

obtencion de productos de valor agregado (Pawtowska 2003).

1.2 Procesos de la quimica verde

La quimica verde es un enfoque y una herramienta conceptual para la proteccion
del medio ambiente ante la contaminacién originada por la industria quimica y
otras relacionadas con el uso y manufactura de sustancias quimicas. La presion
constante para reducir la cantidad de energia en procesos con transformaciones
quimicas menos dafiinas en la produccion de compuestos con un alto valor
agregado fue la respuesta mas favorable. Anastas y Warner (1998) describieron y
plasmaron los principios en los que se basa el disefio de procesos sustentables
para la “Quimica verde”; propuestas por la EPA (por sus siglas en inglés
“Environmental Protection Agency”, Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU.)
en coordinacion con otras agencias a principios de los afios 90°s.

Hoy en dia el cambio debido a la necesidad apremiante de cuidar la integridad
ambiental y adaptar condiciones menos riesgosas para el ser humano; la quimica
ha aportado tantos beneficios a la sociedad, asi como su influencia en términos de
economia y bienestar. A finales de la década de 1960, comenz6 a darse
importancia al ambiente, demostrando la creacion de la Agencia de Proteccion
Medioambiental (EPA de Estados Unidos de América) y la celebracion del Primer
Dia de la Tierra. Desde entonces, se han aprobado méas de cien leyes dirigidas a
controlar el riesgo y prevenir la exposicion a productos toxicos y peligrosos
(Poliakoff 2007), el mensaje penetré tanto la mente del quimico industrial por
consideraciones no solo éticas, sino también econdémicas. Por tal motivo, es de
primordial importancia, apoyar la investigacion tecnologica en este sentido; ya que
facilitando los recursos para investigar y desarrollar metodologias que prevengan

la polucion ambiental, se favorecera la puesta en practica de tecnologias quimicas
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innovadoras con buenos fundamentos, tanto -cientificos como econdmicos
(Poliakoff y Licence, 2007) (Easwar, 2006 y Strohmeier et al., 2011).

1.2.1 Obtencién de compuestos nitrogenados con HN2OH.HCI

La reaccion de compuestos carbonilicos como los aldehidos con clorhidrato de
hidroxilamina (en forma de clorhidrato, sustituyendo el uso de derivados del
cianuro) y la posterior adicion de una base, permite la condensacién con la
formacion de un doble enlace C=N de oxima con la pérdida de una molécula de
agua, para la obtencion del grupo funcional oxima; como se ilustra en la FIGURA
1.12, para vainillina 22 y 2,3,5,5-tetrametilnexanal 23 con la formacion de sus
oximas 24 y 25, respectivamente (Arthur-Santiago et al., 2018). Dado que la
hidroxilamina es una base que forma sales y es facil de conservar y manejar, la
protonacion del oxigeno carbonilico favorece un ataque nucleofilico del grupo
amino al carbono carbonilico. Sin embargo, la hidroxilamina puede protonarse en
medio &cido y formar el ion HsN*OH, que carece de electrones no compartidos
(Nathan et al., 2006).

Por lo tanto, las mezclas de reaccion deben ser lo suficientemente &cidas para que
el compuesto carbonilico se protone, pero no tanto como para que la
concentracion de hidroxilamina libre resulte demasiado baja, que alente la
reaccion. Las oximas tienen un comportamiento anfétero, ya que, en presencia de
acidos de minerales fuertes, presentan un comportamiento basico formando sales
de oxima y actlan como &cidos débiles con hidroxidos alcalinos formando
alcoxidos de oxima en medio acuoso (Allinger, 1978). En casos particulares, la
conjugacion y obtencion de compuestos nitrogenados para oximas y sus
derivados, las condiciones éptimas dependera del pH del medio (Celik et al.,
2006).
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FIGURA 1.12 Obtencion de oximas usando aldehidos con clorhidrato de
hidroxilamina (Arthur-Santiago et al., 2018)

En comparacion con las iminas, el grupo hidroxilo(-OH) de oxima, infiere una
mayor estabilidad quimica a la reaccién de hidrdlisis, en virtud de que el grupo -
OH disminuye la basicidad del nitrégeno, que es esencial para favorecer el ataque
del agua, catalizado por la protonacion del N al carbono de la oxima, que afecta
negativamente al rendimiento de la obtencidon de la oxima. La sintesis de oximas a
partir de aldehidos aromaticos de fuentes naturales como vainillina, citral,
anisaldehido, entre otros, para obtener fragancias y aromas de valor agregado, fue
reportado por Arthur-Santiago et al., (2018) para la obtencidén de oximas junto con
otros compuestos nitrogenados. En una variante de la quimica verde, se utilizé un
proceso de condensacion en fase sdlida, en el que la reaccion de condensacion
de los aldehidos aromaticos con el clorhidrato de hidroxilamina, se realiz6
mediante mecanoquimica en un mortero con pistilo de agata y usando silicato de
magnesio (un material facilmente asequible y empleado en cromatografia en
columna y comercializado como florisil®) como soporte basico.

En este caso, la ausencia de un disolvente, permitio la formacion de sitios locales
altamente activados, debido a la energia mecénica generada por la friccion, lo cual
acelero la velocidad de la reaccion de condensacion, con la obtencion de buenos
rendimientos quimicos. En este caso, el florisil®, también favorecié la

deshidratacion y una facil extraccidén del producto. La reaccion resultdé mas “limpia”
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que su contraparte tradicional en solvente acuoso-alcohdlico y sin tener que
emplear una base fuerte para liberar la hidroxilamina de su sal. Hoy en dia, los
soportes de 6xido inorganico, como silicagel, silicato de magnesio, las zeolitas, las
arcillas y la alumina bésica, son utilizados en mecanoquimica, lo que permite
aumentar la reactividad o selectividad y también desempefiar un papel como
catalizadores basicos ambientalmente aceptables.

La obtencién de oximas mediante el método denominado clasico, utiliza agua o
mezclas de agua etanol, metanol, piridina, trietil amina, THF a reflujo; asimismo,
se emplea una base para liberar la hidroxilamina de su clorhidrato, que
dependiendo de la estructura del sustrato y/o del producto, puede ser débil como
NaHCO3s, Na2COs, NaOH, KOH, piridina, trietilamina, estos dos ultimos también
son utilizados como disolventes. Muchas oximas, poseen cualidades
organolépticas con un perfil aromético agradable al olfato, por lo que se obtienen y
se comercializan son como fragancias bien definidas en la industria. Un sector
importante de las empresas como Givaudan 1985, Kao 2006 y UFC 2012
patentaron y registraron una gama de oximas utlizadas como fragancias,
asignando perfiles aromaticos especificos para cada una de ellas.

Un ejemplo es el caso de la oxima de 2,3,5,5-tetrametilhexanal 25 (FIGURA 1.12),
usada como fragancia en la preparacion de cosméticos y perfumes. La utilizacion
de un gran numero de oximas como fragancias abre las puertas para la
transformacion y caracterizacion como fragancia de la Oxima de Mefranal (4)
(Figura 1.2) de la cual, aln no se encuentran reportes de su sintesis a partir de 1,
y a partir de ahi considerar la posibilidad de tener un perfil organoléptico agradable
y poder ser utilizada como una nueva, y posiblemente dos nuevas fragancias

quirales (Zviely et al., 2013).
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FIGURA 1.13 Obtencién de compuestos nitrogenados como nitrilos 27, amidas 28,
aminas 29, y ésteres de oxima 26, a partir de aldehidos 22 y oximas 24 mediante
diferentes rutas (bio)guimicas (Santiago-Aquino et al., 2019)

Como se muestran en la FIGURA 1.13, a partir de un aldehido como vainillina 22 y
su oxima 24, se obtienen compuestos nitrogenados, como lo son el nitrilo 27,
amida 28, la amina 29, y el éster de oxima 26, que a su vez pueden aplicarse para
la sintesis de una gran variedad de productos funcionales (Dikusar et al., 2007)
(Andresen et al., 2008) (Karthikeyan et al., 2011) (Diaz-Velandia et al., 2011) (Vilas
et al., 2015) (Bolotin et al., 2017) (Hyodo et al., 2018). En la mayoria de todos
estos apartados, caben los conceptos y procedimientos de la biocatalisis, como
una (bio)tecnologia reciente y cada vez con mayores potenciales de empleo no
solo en los laboratorios de investigacion, sino a escala productiva (Strauss y Faber
2000) (Wohlgemuth 2010) (Coelho y Ribeiro 2015).

En este contexto, es conveniente el empleo de catalizadores (lo mas selectivos

posible) en vez de reactivos estequiométricos. Para poder reducir lo mas posible,
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los requerimientos energéticos en la obtencibn de compuestos nitrogenados
derivados de oximas son evaluados por su impacto medioambiental y econémico,
intenta llevar a cabo los procesos sintéticos a temperatura y presion ambientes.
Las enzimas cumplen con los parametros del dilema, en la coyuntura de disefar
nuevas metodologias menos benignas sin perder la rentabilidad del proceso
industrial y cientifico. Ya que no estan restringidas a su funcion natural, sino que
también pueden aceptar una gran variedad de sustratos y ejercer actividad
catalitica en medios de reaccion organicos, ademas de la disminucion de
ingenieria genética en la produccion de enzimas con propiedades cataliticas
deseadas. Hace que la utilizacién de enzimas como catalizadores de reacciones
en la sintesis quimica asimétrica sea una metodologia alternativa confiable
(Prasad 2006).

1.3 Biocatalisis y biotransformaciones

Se define como biocatalisis y biotransformaciones a los procesos que utilizan
enzimas (biocatalizadores), ya sean nativas o modificadas para la transformacién
y conversidon de compuestos en condiciones de reacciébn moderadas. En la
naturaleza, las enzimas catalizan transformaciones que ocurren dentro y/o fuera
de las células vivas y se pueden encontrar en cualquier célula. Con la
identificacion de la estructura cuaternaria del biocatalizador, se puede determinar
no solo la funcién, sino también la interaccion con el medio externo en el que se
disuelva o suspenda, con ramificaciones importantes cuando se emplea en
condiciones parcialmente o completamente no acuosas (Animesh y Jon et al,
2016).

Algunos biocatalizadores aceptan solo una variedad limitada de sustratos, pero
una fraccion grande es mas tolerante y permite conversiones de compuestos de
origen no naturales. Es asi que la biocatalisis se basa en esta promiscuidad
parcial con la identificacibn de biocatalizadores que sean suficientemente
generales para aceptar una gran variedad de sustratos relacionados, pero lo
suficientemente  selectivas como para producir moléculas Unicas o

estereoisOmericas. Metodologias que involucran condiciones sustentables para la
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obtencién de moléculas quirales con perfiles arométicos agradables en una forma
enantioméricamente pura; son posibles desde hace casi 50 afios con ayuda de
microorganismos o parte de ellos usados como catalizadores que ejercen quimio-

regio- y estereoselectividad.

1.3.1 Levadura de panificacion en la biorreducciéon asimétrica

Servi (1990) describi6 a través de los afios en la sintesis quimica organica
preparativa, las ventajas de usar células microbianas de clasificacion hidroliticas
como catalizadores para la biotransformacion de una gran variedad de
compuestos carbonilicos arométicos (Kutyna y Borneman et al., 2018) quirales. La
levadura de panaderia (Saccharomyces cerevisiae) (Baker's yeast), es un sistema
microbiolégico, usualmente comprada en una tienda de abarrotes local. S.
cerevisiae es una productora prolifica de enzimas, debido a que las células vivas
de la levadura regeneran continuamente los cofactores de nicotinamida mediante
el metabolismo de azUcares simples como sacarosa 0 glucosa y puede usarse
como agente biocatalitico en el laboratorio.

S. cerevisiae tiene una amplia gama de reacciones enziméaticas (Pratap et al.,
2011) (Brenna et al., 2017) (Ji et al., 2019) (Levisson et al., 2019) que puede
efectuar (siendo las de oxido-reduccién las mas importantes) para la
transformacion de diversos compuestos carbonilicos aromaticos (Héaser et al.,
2006), mediante biorreducciones estereoselectivas de cetonas, ésteres, lactonas e
incluso amidas (Zumbragel et al., 2018) en el area de sintesis organica asimétrica
(Csuk y Glanze et al.,, 1991) (Pilli y Riatto et al., 1998) (Navarro-Ocafa et al.,
2001). La raz6bn de esto es la sencillez de su manejo, ya que no requiere
condiciones de esterilidad, tiene un facil uso y bajo costo. La versatilidad al no
requerir cofactores, esta sujeta a la regulacién metabdlica por el medio ambiente e
inductores. La estabilidad y actividad durante cierto tiempo a la irradiacion UV, al
ultrasonido y exposicion a disolventes organicos fue exitosa, extendiendo su vida
atil mediante aislamiento e inmovilizacién (Zhang et al 2018).

Las reacciones biocataliticas de S. cerevisiae exhiben quimio-, regio- y estereo-
selectividad, cuando algunos grupos funcionales similares estan presentes en una
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molécula y que a menudo solo reacciona un grupo funcional, mientras que deja
intactos los otros, quedando patente asi, la capacidad para llevar a cabo la
reduccion enantioselectiva de sustratos aromaticos in/saturados y heterociclicos
(Brenna et al., 2002).

Cara Re

@il )

Cara Si

FIGURA 1.14 Reduccidn y transferencia de hidrégeno solo por una cara de
cetonas proquirales

La regla de Prelog postula que la transferencia de hidrégeno se realiza por la cara
re de la cetona proquiral (Figura 1.14). La mayoria de las reducciones llevadas a
cabo con levaduras, y también con otros microorganismos como las lipasas,
obedecen esta regla. La ruta biocatalitica de biorreduccién con S. cerevisiae
conduce a los alcoholes secundarios correspondientes, cuando los materiales de
partida son proquirales, dichos procesos son resoluciones cinéticas y, por lo tanto,
estan sujetos a la limitaciéon del 50% del rendimiento (Cunha et al., 2015).

Por la amplia gama de enzimas de S. cerevisiae participes en la biorreduccion, las
principales enzimas fueron bien caracterizadas y reportadas como
oxidorreductasas, deshidrogenasas de alcohol y cetoreductasas, entre otras (Wu
et al., 2018). Debido a que las reducciones de carbonilo implican la adicién formal
de Hz, generalmente en forma de un ion hidruro junto con un proton, se debe incluir
un segundo cosustrato que suministre equivalentes reductores junto con el

aldehido o la cetona aromatica.
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En los procesos de biorreduccion de compuestos aromaticos proquirales
denominadas fragancias mediante las oxidorreductasas presentes en S.
cerevisiae, la estructura obtenida, depende estrechamente de los tamafios
relativos de las cadenas laterales que flanquean la funcion carbonilo (Abate et al.,
2005).

(o)

H
14 S. cerevisiae

Agua destilada
32°C
FIGURA 1.15 Biorreduccion del aldehido saturado Florhydral® 14 ejercida por S.
cerevisiae para la obtencion del alcohol (R)-Florhydral® 30

Como se ha visto, las fragancias comerciales en una sola forma enantiomérica
(e.e) como por ejemplo el alcohol (R)-Florhydral® 30, puede obtenerse puro. En
este caso, mediante la biorreduccion enantioselectiva del aldehido precursor
insaturado 14 con S. cerevisiae, se favorecid la formacién del enantiomero R-(+)-
Florhydral® 30 (FIGURA 1.15) con rendimientos de e.e de 97%. En medio acuoso
y temperatura de 32°C, la actividad catalitica de las oxido-reductasas presentes
redujo con NADH el grupo carbonilo de aldehido al alcohol secundario, y al mismo
tiempo redujo el doble enlace adyacente induciendo quiralidad en el centro
proquiral mediante la discriminacién en el sitio catalitico.

La regio- y quimioselectividad ejercida por las oxidorreductasas de S. cerevisiae
se observo en el paso para la obtencion del precursor 32 de la fragancia de
vertacetal® 33, bajo las mismas condiciones suaves de reaccién mencionadas
(Abate et al., 2005; Firmenich et al., 1993), reduciendo solamente un grupo
carbonilo de los dos presentes en la cadena alifatica de benzoil acetona 31 para
obtener el intermediario 32 (FIGURA 1.16).
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FIGURA 1.16 Regio- y quimioselectividad ejercida por S. cerevisiae en la
obtencion del intermediario 32 de la fragancia de vertacetal® 33

La publicacién de muchos ejemplos de esta estrategia constituyen el conocimiento
bien fundamentado para llevar a cabo aplicaciones a escala de produccion,
aungue si bien, también se identifican desventajas que se estan superando (Crocq
et al., 1997), se puede sefialar metodologias de transformacién microbiana en
etapas tempranas para la obtencion de Fenoxanol (2) en una solo isémero de
configuracion, haciendo que la falta de eficiencia bioldgica no sea problema en la
produccion de 2 enantioméricamente puro (Chantasuban et al., 2018). Finalizando
en una extraccién y purificacion apropiada que eventualmente puede conducir a

un alto recobro del producto.
1.3.2 Lipasa de Cal-B en la acilacion/eliminacion y oximolisis asimétrica

Algunas lipasas con tamafios de entre 270 y 641 aminoacidos, representa un
grupo muy importante de biocatalizadores (Gotor-Fernandez 2006), al ser el tercer
grupo de enzimas mas comercializadas. Un gran nimero de ellas cuentan con una
gran eficiencia como especificidad (Hamaguchi, et al. 1986) para una amplia
variedad de aplicaciones industriales. Originaria de la levadura Candida antarctica,
qgue produce dos fracciones (A y B), donde la fraccion B es la lipasa Cal-B, esta
patentada y caracterizada estructuralmente por Novo Nordisk, para la clonacion y
sobre expresion en Aspergillus oryzae. Cal-B tiene un peso molecular de 33 kDa y
actividad especifica de 435 PLU/mg con una especificidad posicional hacia
triacilglicéridos Sn-3 (Palomo-Carmona, 2003).

Desde finales del siglo pasado se han reportado, la obtencién de fragancias
quirales Unicas en pocos pasos de reaccion usando biocatalizadores comerciales

de bajo costo. Actualmente, se llevan a cabo procesos de acetilacion y
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transesterificacion de alcoholes aromaticos proquirales (utilizado como sustrato
nucleofilico), en diferentes agentes acilantes, mediante la accion catalitica, de una
de un grupo de lipasas comerciales y no comerciales como Cal-B en distintos
solventes. Otros procesos relacionados, son usados para la obtencién de un
amplio grupo de nuevos compuestos organicos. 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 higado de cerdo (Wong C.H. y Whitesides G.M. 1994).
Generalizando, tenemos el nuevo campo de la enzimologia no acuosa, en el que
lipasas y otras hidrolasas, actian como catalizadores y, bajo estas condiciones
catalizan procesos no factibles en agua. En la FIGURA 1.17 se indican algunas
reacciones donde la lipasa de Cal-B es un biocatalizador “robusto” hacia una
amplia gama de sustratos nucleofilicos (entre carbohidratos, aminoécidos, lipidos
y productos no naturales), ejerciendo quimio- regio- y estereoselectividad tanto en
medios acuosos y no acuosos (Mangas-Sanchez et al., 2009) (Dhake et al., 2013)
(Carboni-Oerlemans et al., 2006) para la produccion de una diversidad de
productos quirales Unicos de alto valor agregado (Bakke et al., 1998), los cuales
resultan dificiles y costosos de obtener por medios tradicionales de sintesis
(Montero y Gago, 2007) (da Silva y da Graca Nascimento, 2012) (Kapoor et al.,
2012).
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FIGURA 1.17 Rutas bioquimica usadas por lipasas en presencia de una amplia
gama de sustratos nucleofilicos para la obtencién de una gran variedad de
compuestos (Arthur-Santiago et al., 2018)

Una estrategia para la obtencion de moléculas fragantes del tipo alcohol y éster,
utiliza a las lipasas por su capacidad de resolucion cinética asimétrica de
alcoholes considerados como aromas, para la produccion de alcoholes y sus
ésteres correspondientes en forma enantioméricamente pura con valores de
conversion favorables desde el 37% hasta cerca del maximo para una resolucién
gue es del 50% tedrico y altos rendimientos de enantiopureza (Hamaguchi et al.,
1986; Bakke, et al., 1998; Sakaki, et al. 2002; Scheck y Waldmann, 2002; Brenna
et al., 2017). En la FIGURA 1.18, se muestra la resolucion cinética enzimética
asimétrica de Doremox® 34, considerada como una fragancia con un alto potencial
comercial.

La obtencion de las formas diastereoisomericas aroméaticas derivadas del alcohol
intermediario con la induccion de quiralidad debido al centro quiral remoto y que a
través de la estereoselectividad de la lipasa, evita el uso de pasos adicionales,
incluso de tener que usar transformaciones estereoselectivas mas complejas y
gue permite resolver las mezclas en cada uno de los 4 diastereocisdbmeros
aromaticos del alcohol Doremox (Brenna, et al. 2002).
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FIGURA 1.18 Resolucion cinética asimétrica quimica-enzimatica de Doremox® 34,
mediante el uso de lipasas hidroliticas (Brenna, et al. 2002)
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La resolucion catalizada por lipasas, mediante reacciones de transesterificacion (e
hidrolisis), permite la obtencién de ésteres y alcoholes en formas enantiopuras
para usarlas como fragancias quirales individuales. De esta manera, Irenna et al.,
1999 y Abate et al., 2002, obtuvieron los ésteres y alcoholes de las fragancias de
Florhydral 15® y Timberol® 35 (FIGURA 1.19). En el primer caso, de la mezcla
racémica de (R,S)-Florhydral 15®, se obtuvieron el alcohol (R)-Florhydral 15,y el
éster acetato (S)-35, con altos excesos enantioméricos.

En el segundo caso, el (+/-)-Timberol® 36, sometido a la misma resolucion
mediante transesterificacion enzimatica produjo los enantibmeros individuales
separados: el estereoisémero de Timberol® 6pticamente activo (+)-36, y el éster
acetato 37, igualmente con altos excesos enantioméricos. Entre las enzimas
probadas las mas activas fueron las lipasas de C. rugosa, de pancreas porcino, y
de Pseudomonas cepacia, siendo esta Ultima la que produjo los resultados
indicados en la FIGURA 1.19.
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FIGURA 1.19 Resolucion cinética asimétrica quimica-enzimatica para la obtencion
de enantiomeros individuales de fragancias comerciales de (R)-Florhydral 15® y
(R)-Timberol® 37 (Brenna et al., 1990)

Una caracteristica de las lipasas, como las mencionadas es la activacion
interfacial. El sitio activo de la mayoria de las lipasas esta cubierto por una cadena
polipeptidica hidrofébica similar a una “tapa” que deja el sitio activo inaccesible a
las moléculas del sustrato, dando lugar a una forma inactiva. Cuando la lipasa se
encuentra cerca de una interfase lipidica sufre un cambio conformacional que
provoca que la “tapa” se mueva o se habra” dejando el sitio activo de la enzima
disponible, de tal forma que la parte hidrofébica de la tapa queda expuesta
favoreciendo las interacciones hidrofébicas entre la enzima y el lipido (Jaeger et
al., 1994).

Existen algunas excepciones, como las lipasas de P. aeruginosa, P. glumae, y
Cal-B que no presentan activacion interfacial, aunque poseen “tapa” (Bornscheuer
et al., 2002). Se ha reportado también que la lipasa de Bacillus subtilis y la de P.
aeruginosa no muestran activacion en presencia de sustratos emulsionados, y han
probado ser funcionales tanto con emulsiones como con sustratoS monomeéricos
(Jaeger et al., 1994). La mayoria de las lipasas son proteinas altamente solubles y
son mayormente hidrofilicas con un area hidrofobica rodeando el sitio activo, que
le permite la interaccion preferencial con superficies altamente hidrofobicas

(Fernandez-Lafuente et al., 1998)
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1.3.2.1 Mecanismo catalitico de las lipasas

El mecanismo catalitico que se ha aceptado para las lipasas es el siguiente: el
primer paso es el ataque del &tomo de oxigeno de grupo hidroxilo del residuo de
serina (activado por la histidina) al carbono carbonilico del sustrato éster, que
considerando la reaccion de transesterificacion catalizada por lipasa para la
sintesis de un éster de oxima de un aldehido aromético, conduciria a un complejo
de Michaelis enzima-oxima (sustrato).

En el segundo paso se da la formacién de un intermediario tetraédrico, en el que
el grupo -OH de la serina (activado por los otros dos aminoacidos de la triada
catalitica: histidina y aspartato), realiza un ataque nucleofilico sobre el doble
enlace del C=0 del éster acetilante, acetato de vinilo, lo que crea una carga
negativa en el oxigeno del carbonilo del éster mencionado FIGURA 1.20.

Este intermediario tetraédrico, se encuentra estabilizado (su carga negativa) por
las interacciones con los grupos amido vecinos. Este intermediario, conduce a la
regeneracion del doble enlace C=0, con desplazamiento de la porcién del alcohol
del agente acilante, asistido por la histidina protonada que dona un protén al grupo
saliente, lo cual es facilitado por el residuo &cido del sitio activo que orienta el
anillo imidazol de la histidina y neutraliza parcialmente la carga de éste.

En este tercer paso se obtiene el complejo acil-enzima. Este complejo es atacado
en un cuarto paso, por el grupo -OH nucleofilico de la oxima formando un segundo
intermediario tetraédrico que desprende ahora un protdén a la serina de la triada
catalitica con la liberacion del producto, el éster acetato de oxima y la amina libre.
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FIGURA 1. 20 Mecanismo de la reaccion de oxima de vainillina como sustrato
nucleofilico y acetato de vinilo como agente acetilante catalizada por Cal-B
(Arthur-Santiago et al., 2018)

Este mecanismo de reaccidn, corresponden a la ruta biocatalitica de oximalisis
(FIGURA 1.17), realizada por Arthur-Santiago (2018) y Santiago-Aquino (2019), en
trabajos previos mostrando la capacidad biocatalitica de la lipasa Cal-B para la
oximélisis y obtencion de ésteres de oximas (consideradas fragancias,
compuestos antimicéticos y antimicrobianos) a partir de sus oximas, mediante la
bioacetilacion con acetatos de vinilo e isopropenilo en un rango de 40 a 60°C
(Arthur-Santiago, 2018; FIGURAS 1.21 y 1.22) y a 80°C (FIGURA 1.23; Aquino-
Santiago) (FIGURA 3.2).

Los resultados mejoraron cuando la reaccidbn uso mallas moleculares que
remueven el agua formada. La obtencién reporté una conversion entre 97-99%, de
acuerdo con los resultados obtenidos mediante la integracion y cuantificacion de
sefiales apropiadas con la técnica espectrometria de RMN de 'H, mostrando que
Cal-B fue mejor biocatalizador en comparacion con otras lipasas como C. rugosa y

C. antarctica fraccion A.
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FIGURA 1.21 Obtencidn de ésteres de oxima arométicos 24 ejercida por Cal-B
con rendimientos del 99% a partir de la oxima 26 (Santiago-Aquino et al., 2019)

La clave para la obtencién de ésteres de oxima de acuerdo a los resultados
obtenidos por Arthur-Santiago (2018) para llevar a cabo la reaccion de acilacion.
Las condiciones clave fueron para la mayor produccion del éster de oxima 24 a
partir de la oxima 26, fueron 72 horas a una temperatura de 40°C (FIGURAS 1.21
y 1.22). Cuando la misma reaccion, manteniendo las mismas condiciones, excepto
la temperatura, la cual se aumenté de 40 a 80°C, se produjo la reaccion de
eliminacién, es decir la deshidratacion, para producir nitrilos a partir de sus oximas
precursoras, pasando a través del éster de oxima formado mediante la acetilacion
promovida por la lipasa de Cal-B, teniendo como intermediario al éster de la
misma. Las reacciones de acilacién/eliminacion de las oximas fueron probadas
con acetato de vinilo como sustrato acetilante y acetato de etilo como disolvente,

con una alta conversion, de acuerdo a analisis mediante CCF y CG-EM.
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FIGURA 1.22 Obtencién de nitrilos aromaticos a partir de oximas, promovida por la
acetilacion-eliminacion promovida por Cal-B (Arthur-Santiago et al., 2018)
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En la FIGURA 1.22 se muestra la biotransformacion de la oxima de vainillina 24
catalizada por Cal-B en la obtencion del nitrilo de vainillina 27 teniendo como
intermediario al éster de la oxima de vainillina 26. De los resultados anteriores, se
concluy6 que la lipasa de Cal-B cataliz6 la acilacion/eliminacion de las oximas de
los aldehidos aromaticos a 80°C, promoviendo la obtencion de los nitrilos en altos
rendimientos. En la FIGURA 1.23 se muestra el cromatograma-espectro de masas
de la reaccion de acetilacidon-eliminacion promovida por Cal-B, que muestra la
minima (30°C) y méxima conversién a 80°C en 72 h. El cromatograma muestra al
pico 3, el de la oxima a 72 h. a cada temperatura: disminuyendo de 30 a 80°C. A
esta temperatura desaparece completamente. Por otro lado, el pico 2 corresponde
al del nitrilo, que contrariamente al de la oxima va en aumento (conforme
disminuye la concentracién de esta) y es maxima a 80°C. Los espectros de masas
de la parte derecha para cada temperatura son los obtenidos de la base de datos,
la biblioteca NIST, por comparacion con el espectro de masas durante el analisis,

lo cual corrobora la identidad del sustrato y del producto final.
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conversion a 80°C en 72 h (Santiago-Aquino et al., 2019)
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De esta manera, la utilizacion de ésteres de oxima aromaticos como nuevas
fragancias quirales abre nuevas posibles moléculas como el éster de la oxima de
Mefranal® (4) (Figura 1.2) del cual, ain no se encuentran reportes de sintesis a
partir de 2, con posibilidades de tener un perfil organoléptico. Asi mismo se puede
describir pasos en la obtencién de Citralis Nitrilo® (6) a partir de la oxima
precursora. Por lo anterior, el presente proyecto, tuvo como objetivo la utilizacion
de metodologias de la quimica verde para la obtencién de derivados de Mefranal®,
1: Fenoxanol®2, el éster de Fenoxanol®3, la oxima de mefranal®4, el éster de la

oxima de mefranal®5, y Citralis nitrilo ©6.
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OBJETIVOS

II. OBJETIVOS

2.3 Objetivo general

Evaluar la biotransformacion mediante la utilizacion de S. cerevisiae y la
resolucion biocatalitica con la lipasa de Candida antartica para Citralis® (Mefranal)

y sus derivados.

2.4 Objetivos especificos

1. Evaluaciéon de la biorreduccion del aldehido de Mefranal con S. cerevisiae

para la obtencion enantiomérica de (R) o (S)-Fenoxanol.

2. Obtencion del éster de oxima de Mefranal y Nitrilo de Mefranal,
enantioméricamente puros por la acetilacién/eliminacion de la oxima de

Mefranal catalizada por lipasa Cal-B.
3. Obtencion del éster de (R/S)-Fenoxanol mediante la resolucion catalizada
por la lipasa de Cal-B para (R/S)-Fenoxanol y evaluar el exceso

enantiomérico.

4. Elucidar la estructura pura de los productos obtenidos en cada etapa del
proceso mediante: FT-IR, RMN DE *H y 13C, GC-MS y Polarimetria.
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MATERIALES Y METODOS

lll. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo para la obtencion de fragancias enantioméricamente
individuales no antes descritos derivados de Mefranal, empleando S. cerevisiae y
Cal-B, sigue rutas biocataliticas para alcanzar los objetivos especificos. Como se
pude observar en la metodologia seguida en los proximos apartados (3.1-3.6) de
la FIGURA 3.1. Los catalizadores biol6gicos usados fueron: la levadura de S. e
cerevisiae levadura panificadora “Tradi-Pan” (Baker yeast) y la lipasa de Candida
antarctica fraccion B (EC 3.1.1.3) de Novozyme 435, inmovilizada en resina

macroporosa, diametro 0.3-0.9 mm, 7000 PIU/g.

FIGURA 3.1 Diagrama general de la metodologia seguida en el presente trabajo
para la obtencién de las fragancias quirales: Fenoxanol®2, el éster de
Fenoxanol®3, la oxima de mefranal®4, el éster de la oxima de mefranal®5, y Citralis
nitrilo®6, a partir de Mefranal® 1

Los reactivos y disolventes de uso comun fueron de grado analitico (99% de

pureza) de las compafias Sigma-Aldrich, Baker, Merck y Givaudan purificados
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mediante doble destilacion y/o cromatografia en columna para mantenerlos
anhidros, utilizando mallas moleculares y sulfatos (magnesio o sodio) previamente
tratados a 100 °C y almacenados en desecadores para su posterior uso. El
material de laboratorio que se ocupd en el presente trabajo se describe con
caracteristicas especificas como: -Incubadoras: Estufa de cultivo E-51 con
calentamiento conveccion. Incubadora: Thermoscientific MaxQ 4450. -Rota
evaporador: BUCHI Waterbath B-480 con bomba de alto vacio: Rotavapor
Labconco. -Revelador de lampara UV: Camara de rayos UV Cole-Parmer 9818
series Darkrooms 254 nm y 365 nm.

3.1 Biorreduccién asimétrica selectiva con S. cerevisiae

Los experimentos de las biorreducciones de Mefranal racémico para la obtencién
de Fenoxanol se llevaron a cabo en tres diferentes medios de reaccion. Los cuales

consistieron en medio: acuoso, con solvente y en estado sélido.
3.1.1 Biorreduccion en medio acuoso

La activacion inicial de la levadura de panificacion (33 g) con glucosa (26 g) en
agua destilada (150 mL) como medio de reaccién, se llevé a incubacion durante
30 minutos, 35°C y 200 rpm, en un matraz de 500 mL con tapon de algodon.
Posteriormente, se realiz6 la adicion a la mezcla anterior, de 0.182 mL (1 mMol)
de Mefranal® diluido en 2 mL de etanol, después se agitdé durante 48 horas a 250
rpm y 35°C. Posteriormente, la mezcla de la biotransformacién se filtré con vacio,
se lavo y extrajo con un disolvente organico (100 mL de hexano, acetato de etilo,
cloroformo y diclorometano, mediante extraccién liquida-liquida de 3x100 mL). Las
fases organicas separadas y reunidas en un matraz erlen meyer de 500 mL de la
etapa anterior, se secOd con sulfato de magnesio o de sodio (5 g) durante 5
minutos. Después de la etapa de secado, se filtr6 para separar la sal secante y el
disolvente se removidé en un evaporador rotatorio, hasta un peso constante del

producto solido final.
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3.1.2 Biorreduccion en solvente organico

En un matraz de 500 mL se colocé la levadura de panificacion (33 g) y una
solucién de Mefranal® (0.182 mL) en etanol (2 mL). Posteriormente se adicion6
300 mL de solvente organico (hexano, tolueno o acetato de etilo) como medio de
reaccion y se incubé durante 48 horas a 200 rpm y 35°C. Al cabo de ese tiempo, la
mezcla se filtr6 por gravedad y se lavo con 100 mL del mismo solvente que se
ocup6 como medio de reaccidn. Posteriormente, la solucién resultante se seco con
5 g de sulfato de magnesio o de sodio durante 5 minutos, para posteriormente,
después de realizar la filtracion de la sal sélida secante, concentrar el filtrado en

un evaporador rotatorio hasta un peso constante del producto final.

3.1.3 Biorreducciéon en medio sélido

En un matraz de 500 mL con tapon de algodén se colocé la levadura de
panificacion (33 g) y se rocio con una solucion de Mefranal (1 mMol) en etanol (2
mL), posteriormente se incubd a 37°C durante 72 horas y 200 rpm. Transcurrido
ese tiempo, se adicionaron 300 mL de disolvente (hexano, acetato de etilo o
cloroformo) y se agité a 200 rpm durante 40 minutos a temperatura ambiente.

La mezcla final se filtr6 a gravedad y se lavo con 100 mL del disolvente utilizado
para la extraccién (hexano, acetato de etilo, cloroformo), posteriormente el filtrado
se sec6 con 5 g de sulfato de sodio o magnesio durante 5 minutos y finalmente se
removié el disolvente en un evaporador rotatorio hasta un peso constante del

producto final.

3.2 Reduccidn quimica con borohidruro de sodio (NaBHa4)

La reduccion quimica de Mefranal® para la obtencién de Fenoxanol® racémico, se
llevé acabo para la obtencién y comparacion con las biorreducciones usando S.
Cerevisiae y Cal-B.

En un matraz bola de 250 mL, se colocé cloruro de metileno (67 mL) y metanol (33

mL) a temperatura ambiente con agitacion magnética. Posteriormente, se afiadié
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gradualmente borhidruro de sodio solido (1.14 g) (30 mMol) y seguidamente se
adicion6 gota a gota 5.2 mL (30 mMol) de Mefranal®. Al término de la adiciéon, se
adapté al matraz de reaccion un refrigerante-condensador y se dejo agitando
durante 2 horas. Al término de este tiempo, se adicioné HCI (37% pureza) hasta
pH 7 y después agua saturada con sal (100 mL). La fase organica se separd y la
fase acuosa se extrajo con cloruro de metileno (2x100 mL). Las fases organicas se
reunieron en un matraz erlen meyer de 500 mL y se sec6 con 5 g de sulfato de
magnesio y se dejo en reposo durante 5 minutos. La solucién organica se separ6
de la sal sélida mediante filtraciébn por gravedad y finalmente se removio el

disolvente en un evaporador rotatorio hasta un peso constante del producto final.

3.3 Bioacetilacién asimétrica enantioselectiva mediante acilacion con
Cal-B

La sintesis enzimética asimétrica enantioselectiva para la obtencion del éster de
Fenoxanol, se realizé en viales de 5 mL, donde se colocé mallas moleculares (300
mg) y la lipasa de Cal-B (50 mg) y se cerré herméticamente con una tapa roscada,
y con septa de PTFE/silico y un sello con Parafiim®. Utilizando una punta de
jeringa hipodérmica de acero conectada a través de un émbolo cortado por la
mitad a su vez conectado a un tubo de latex de aproximadamente 10 cm, se
sometié6 a vacio durante 5 minutos para retirar la posible humedad y el aire
presente en el sistema. Posteriormente, se adapté un globo con gas Nitrogeno de
alta pureza, seguidamente se adiciond acetato de etilo (2mL como medio de
reaccion) y acetato de vinilo (184 pL) como agente acilante, utilizando una
microjeringa de uL 500 y 100 uL, finalizando con la adicion 1 mMol del alcohol
Fenoxanol® racémico. Similarmente a la biosintesis anterior, se realizé una réplica
enzimatica (duplicado) y asi mismo una reaccion testigo (bajo las mismas
condiciones a la biosintesis y su réplica, excepto sin la enzima) con las mismas
concentraciones de los reactivos, para comparar la conversion de la reaccién con
el biocatalizador. La mezcla anterior se calentd en una incubadora a 40°C y 170
rom durante 12 horas. Al cabo de ese tiempo, se procedié a la filtracion de la

mezcla de reaccion por gravedad. El sélido resultante se lavdé con 50 mL de
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disolvente (acetato de etilo o cloroformo); este filtrado, se reunié con el primer

filtrado y se concentr6 en un evaporador rotatorio hasta un peso constante.

3.4 Sintesis quimica de la oxima de Mefranal® racémica con clorhidrato
de hidroxilamina (NH20H.HCI)

La obtencion de la oxima de Mefranal racémica se llevé acabo en un matraz bola
de 250 mL, donde se colocé metanol (100 mL) y agua destilada (10 mL) y con
agitacion magnética. Posteriormente se adicion6 clorhidrato de hidroxilamina (0.04
Mol) y carbonato de potasio anhidro (0.058 Mol). A la mezcla anterior se adicion6
gota a gota, 0.04 Mol Mefranal®, seguidamente se colocé un refrigerante-
condensador a la boca del matraz bola y finalmente se calenté a reflujo (a 65°C)
durante 3 horas. La mezcla de reaccion se dejo enfriar y posteriormente se
neutraliz6 a pH 7 con HCI concentrado (37% pureza). Al término de la
neutralizacion, se adicion6 agua saturada con sal (100 mL). Se separé la fase
organica de la acuosa y ésta se sometid a una extraccion liquida-liquida con
cloruro de metileno (2x100 mL). Se colectaron las fases organicas y se secaron
con sulfato de magnesio (5 g); se dej6 en reposo durante 5 minutos y
posteriormente se removio el disolvente en un evaporador rotatorio hasta un peso

constante del producto final.

3.5 Acetilacion asimétrica de la oxima de Mefranal® catalizada por la
lipasa Cal-B

La obtencion enzimatica del éster de oxima de Mefranal, se realiz6 de manera
similar a la del éster de Fenoxanol, seccion 3.3. en viales de 5 mL, se colocé 300
mg de mallas moleculares y 100 mg de la lipasa de Cal-B. La mezcla se someti6 a
vacio, se coloco un globo con nitrogeno, se adicion0 acetato de etilo (2 mL) y
acetato de vinilo (184 pL) y finalmente la oxima de Mefranal racémico (1 mMol). Se
realizd una réplica enzimatica y una reaccién testigo. La incubacién re realizd a

40°C y 170 rpm durante 72 horas. Al término de la reaccion se procedio a la
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filtracion de la mezcla de reaccion por gravedad, se lavé con 50 mL de disolvente
(acetato de etilo o cloroformo), y se concentré en un evaporador rotatorio hasta un

peso constante.

3.6 Acetilacion/eliminacion asimétrica promovida por la lipasa Cal-B
parala obtencién de Citralis Nitrilo® a partir de Mefranal®
La obtencion enziméatica del Citralis nitrilo, se realizé de manera similar a la del
éster de oxima de Mefranal, seccion 3.5. en viales de 5 mL, se coloc6 300 mg de
mallas moleculares y 100 mg de la lipasa de Cal-B. La mezcla se sometié a vacio,
se coloco un globo con nitrégeno, se adiciond acetato de etilo (2 mL) y acetato de
vinilo (184 L) y finalmente la oxima de Mefranal racémico (1 mMol). Se realiz6
una réplica enzimatica y una reaccion testigo. La incubacion re realiz6 a 80°C y
170 rpm durante 24 horas. Al término de la reaccion se procedio a la filtracion de
la mezcla de reaccién por gravedad, se lavé con 50 mL de disolvente (acetato de
etilo o cloroformo), y se concentré6 en un evaporador rotatorio hasta un peso

constante.

3.7 Técnicas instrumentales de analisis espectroscopicas

La determinacion y elucidacién estructural de los productos de interés, se llevo a
cabo en equipos espectrometricos y espectrofotométricos. Los instrumentos

utilizados fueron.

3.7.1 Infrarrojo (FT-IR)

Los espectros de Infrarrojo se obtuvieron e identificaron en el equipo de Infrarrojo
de la marca Thermo Scientific Nicolet iS50 FT-IR, con transformada de Fourier.

Usando adaptadores de 10 pyL para muestras liquidas.

3.7.2 Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-MS)
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Los cromatogramas y espectros de masas de los intermediarios y productos
finales se obtuvieron en el equipo de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas de la marca Perkin-Elmer, CG modelo: Clarus 580, EM
modelo: Clarus SQ 8S, con sistema de auto-muestreador COMBI-xt PAL,
utilizando Helio de ultra alta como gas acarreador, mediante la técnica de impacto
electronico (70 eV) con un analizador de tipo cuadrupolar e inyecciones de 1 L, a
partir de viales a una concentracion de 20 a 50 mg (uL) por 2 mL de disolvente

(acetona, cloroformo o diclorometano de triple destilacion).

La columna de cromatografia de gases fue una capilar no polar, a base de
polietilenglicol de peso molecular 20, 000, HP-INNOWAX, de 30 metros de largo y
250 ym de diametro interno. Las condiciones para las inyecciones fueron:
Temperatura del detector e inyector: 220°C. Temperatura de columna: 180°C (20
min). Se utilizo la biblioteca NIST contenida en la computadora del sistema de CG-
EM, para confirmar la estructura de los productos y su patron de fragmentacion,

asi como para la confirmacion de su peso molecular.

3.7.3 Polarimetria

La actividad Optica de los productos finales fue medida y observada mediante el
polarimetro de la compafiia Perkin ElImer Instruments, modelo 343 que usa una
lampara de sodio-halégeno, a una longitud de onda de 546 nm, usando una celda
y microcelda de 1 dm de largo a 25°C, a concentraciones 1:2 (g. de producto/ mL

de diclorometano).

3.7.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1Hy 3C

Los espectros de RMN de 'H y de 13C se efectuaron en un equipo Varian Mercury
de 300 MHz, utilizando soluciones en una concentracion de aproximadamente 20
mg en 1 mL de CDCIs, usado como referencia interna tetra-metil-silano (TMS). Los

valores de desplazamiento quimico se leyeron en ppm y las abreviaturas para la
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descripcion de los espectros son las siguientes: s= singulete, d= doblete, t= triplete

y m= multiplete.

3.7.5 Cromatografia en columnay capa fina (TLC)

El seguimiento de las reacciones quimica-enzimaticas para intermediarios y
productos, se llevé a cabo mediante cromatografia en capa fina (TLC), colocando
cantidades de aproximadamente 0.5 yL de muestra a una placa de silica gel 60
soportada en aluminio (Merck, 25 mm x 65 mm) con dimisiones de 6.5x2.5 cm,
eluyendo en una fase moévil de hexano-acetato de etilo (80/20), revelado en luz
U.V a 254 nm. Mientras que para la purificacion de los productos finales por
cromatografia en columna se utilizo silica gel en proporciones 5:1; donde por cada

5 gramos de silica gel se utiliza 1 gramo del producto a purificar.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis estructural de Mefranal®y derivados

Inicialmente, se caracterizé el Mefranal® para su correcta identificacion, andlisis
de pureza Optica, mediante los espectros de infrarrojo, espectrometria de masas y
de resonancia magnética nuclear de 'H y de 3C, para su comparacion y la
correcta caracterizacion estructural de los productos obtenidos.

Los espectros obtenidos se encuentran en la seccién VI. APENDICES, para cada
técnica y producto final.

4.1.1 Anédlisis espectroscopicos de Mefranal®

CG-EM: EIl apartado VI. APENDICES (A) se observa el espectro de masas ()
(Mefranal®) con las sefiales de fragmentacion en [M]** 176 (18), sefial de i6n
molecular correspondiente al peso molecular de Mefranal, 158 (11), 143 (29), 131
(22), 117 (41), 105 (21), 92 (32) seiial de fragmentacién correspondiente a la
transposicion de McLafferty en alquilbencenos, 91 (100) sefal de pico base
correspondiente a la fragmentacién de alquilbencenos favoreciendo el ion tropilio y
71 (32). Asi mismo se obtuvo en CG, el tiempo de retencion a 3.3 minutos. Como
resultado de la fragmentaciéon del Mefranal, comparado con los resultados
reportados por Superchi et al.,, (2011) y Matteoli et al., (2007) se corrobora la

estructura del compuesto.

FT-IR: El apartado VI. APENDICES (B) se observa el Espectro de Infrarrojo (1)
(Mefranal®) con las bandas caracteristicas de absorciéon que se obtuvieron en el
analisis (cm' v) Estiramientos: 1720 (C=0O enlace carbonilo de aldehido), 3085,
3061, 3026 (C-H enlace del anillo aromatico monosustituido con 3 vibraciones
consecutivas en creciente), 1603 (C-C estiramiento del anillo aromatico simétrico),
1496 (C-C estiramiento del anillo aromatico asimétrico horizontal) , 1454 (C-C
estiramiento del anillo aromatico asimeétrico vertical). Flexiones: 1717 (C-H flexion

y estiramiento del H unidos al grupo funcional aldehido), 1407 (C-H flexién del CH:2
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unidos al grupo funcional aldehido), 746 (C-H flexibn de sombrilla del anillo
aromatico simeétrico), 697 (C-H flexion de sombrilla del anillo aromatico asimétrico)

1800-2500 (huellas dactilares pertenecientes a los anillos aromaticos).

TABLA 1 Resultados de CG-EM, RMN 1H y 13C de Mefranal obtenidos en el
presente trabajo y su comparacion con resultados en literatura

CG-EM m/z
Mateolli etal. | 1™ 176 158, 143, 131, 117, 105, 91
2007
Superchietal. |[M]™ 176 (31), 158 (13), 143 (31), 131 (22), 117 (42), 105
2011 (20), 92 (36), 91 (100), 71 (24)

[M]+1 176 (18), 158 (11), 143 (29), 131 (22), 117 (41), 105 (21),
92 (32), 91 (100), 71 (32)

RMN DE 'H S ppm

1.04 (d, 3H, CH3); 1.63 (m, 2H, CH2); 2.06-2.17 (m, 1H, CH),
2.24-2.33 (m,1H, CH2); 2.41-2.49 (m, 1H, CH2); 2.55-2.73
(m, 2H, CH2); 7.16-7.31 (m, 5H, arom.); 9.75 (t, 1H, CHO)
1.03 (3H, CH3); 1.64-1.70 (m, 2H, CH2); 2.09-2.13 (m, 1H,
CH); 2.28 (m, 1H); 2.44 (dd, 1H); 2.57-2.71 (m, 2H); 7.17—
7.20 (m, 2H); 7.26—7.29 (m, 3H); 9.75 (s, 1H)

1.01 (d, 3H, CH3); 1.44-1.59 (m, 2H, CH2); 1-61-1.74 (m, 2H,
Presente trabajo | CH2); 1.93-2.29 (mm, 1H, CH); 2.2-2.72 (mm 2H, CH2); 7.11—
7.9 (m, 5H, arom); 9.7 (s, 1H, CHO)

Presente trabajo

Mateolli et al.
2007

Superchi et al.
2011

RMN DE 13C S ppm

Mateolli et al. 19.8, 27.8, 33.2, 38.6, 50.9, 125.8, 128.3, 128.4, 142.0, 202.7
2007

Superchietal. | 19.7,27.8, 33.1, 38.5, 50.9, 125.8, 128.2, 128.4, 142.0, 202.6
2011

Presente trabajo | 19.6, 27.5, 33.0, 38.4, 50.6, 125.5, 128.0, 128.1, 142.0, 202.6

RMN DE 1H: El andlisis del proton en RMN (CDCIz) del apartado VI. APENDICES
(C), los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (I *H) (Mefranal®) con (& ppm):1.01 (d, 3H, CH3) correspondiente al
metil unido al carbono quiral; 1.44-1.59 (m, 2H, CH2); 1-61-1.74 (m, 2H, CH2);
1.93-2.29 (mm, 1H, CH) correspondiente al H unido al carbono quiral; 2.2-2.72
(mm 2H, CH2); 7.11-7.9 (m, 5H, arom) y 9.7 (s, 1H, CHO) de aldehido.
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RMN DE 13C: El andlisis del *3C en RMN (CDCIz) del apartado VI. APENDICES
(C), los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (I 13C) (Mefranal®) con (& ppm): 19.6, 27.5, 33.0, 38.4, 50.6, 125.5,
128.0, 128.1, 142.0 y 202.6 correspondiente al carbono de grupo funcional
carbonilo de aldehido.

Polarimetria: La presencia de una mezcla de enantiomeros de Mefranal® fue
resultado de la lectura de rotacion Optica en 0.00° +0.02° a las condiciones

mencionadas el apartado Ill. Materiales y Métodos, en la seccién 3.7.3.

4.2 Obtencion del alcohol Fenoxanol® usando S. cerevisiae

Las biorreducciones asimétricas enantioselectivas con S. cerevisiae descritas en
el apartado 3.1 de la seccion lll. Materiales y métodos, aplicadas a este trabajo
con Mefranal® racémico en diferentes medios de reacciéon y la comparacion con la
reducciéon quimica simétrica con NaBHa4 para la obtencién del alcohol Fenoxanol®
quiral; se encontr6 que la levadura S. cerevisiae mostré la formacion de

Fenoxanol®.

4.2.1 Andlisis estructural del Alcohol de Fenoxanol®

CG-EM: Como resultado de la elucidacién estructural de Fenoxanol®, se compard
con la elucidacion de Superchi et al. (2011) y Matteoli et al. (2007). Corroborando
con los autores mencionados; se obtuvo similar fragmentacion. Se observa el
Espectro de Masas (ll) (Fenoxanol®) con las sefiales de fragmentacion en [M]*?
178 (4) sefial de ibn molecular correspondiente al peso molecular, 160 (48), 145
(7), 131 (29), 117 (29), 104 (92), 92 (67), sefial de fragmentacion correspondiente
a la transposicion de McLafferty en alquilbencenos y 91 (100) sefial de pico base

correspondiente a la fragmentacion de alquilbencenos favoreciendo el idn tropilio.

Los principales cambios de fragmentaciones se observaron con la comparacion
con Mefranal® a [M]*' 176 (18) correspondiente a la sefial de i6n molecular del
peso molecular de Mefranal, mientras que se conservan las sefales de
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fragmentacion en [M]*! 92 (32) correspondiente a la transposicion de McLafferty
en alquilbencenos, 91 (100) sefial de pico base correspondiente a la
fragmentacion de alquilbencenos favoreciendo el ion tropilio y 71 (32). Asi mismo

se obtuvo en CG, el tiempo de retencion a 12.5 minutos.

FT-IR: El apartado VI. APENDICES (B) se observa el Espectro de Infrarrojo (ll)
(Fenoxanol®) con las bandas caracteristicas de absorcién que se obtuvieron en:
(cmt v) Estiramientos: 3341 (O-H enlace hidroxilo del alcohol), 3026 (C-H enlace
del anillo aromético monosustituido con 3 vibraciones consecutivas en decreciente
hacia la izquierda), 1602 (C-C estiramiento del anillo aromético simétrico), 1495
(C-C estiramiento del anillo aromético asimétrico horizontal), 1453 (C-C
estiramiento del anillo aromatico asimétrico vertical). Flexiones: 1409 (C-H flexion
del CHz unidos al grupo funcional alcohol), 743 (C-H flexion de sombrilla del anillo
aromatico simeétrico), 696 (C-H flexion de sombrilla del anillo aromatico asimétrico)

1800-2500 (huellas dactilares pertenecientes a los anillos aromaticos).

La comparacion con Mefranal® para observar las principales pérdidas de absorcion
a 1720 (C=0 enlace carbonilo de aldehido) y 1717 (C-H flexién y estiramiento del
H unidos al grupo funcional aldehido), corroborando la reducciéon del principal

grupo funcional aldehido.

TABLA 2 Resultados de CG-EM, RMN *H y 13C de Fenoxanol® obtenidos en el
presente trabajo y su comparacion con resultados en literatura

CG-EM m/z
Mateolli etal. | m1™" 178, 160, 145, 131, 117, 104, 92, 91
2007
Superchietal. |[M]™ 178 (3), 160 (49), 145 (8), 131 (33), 117 (30), 104 (85),
2011 92 (53), 91 (100)

M]™" 178 (4), 160 (48), 145 (7), 131 (29), 117 (29), 104 (92),

P te trabaj
resente rabalo 1 95'(67), 91 (100)

RMN DE 'H S ppm
Mateolli etal. |0.99 (s, 3H, CH3), 1.45-1.52 (m, 2H), 1.64-1.71 (m, 3H),
2007 2.60-2.76 (m, 2H), 3.43 (m, H OH), 3.68-3.76 (m, 2H), 7.18—
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7.21 (m, 3H), 7.28-7.31 (m, 2H)

0.99 (s, 3H, CH3), 1.45-1.52 (m, 2H), 1.64-1.71 (m, 3H),
2.60-2.76 (m, 2H), 3.43 (m, H OH), 3.68-3.76 (m, 2H), 7.18—
7.21 (m, 3H), 7.28-7.31 (m, 2H)

0.94 (s, 3H, CH3); 1.3-1.5 (m, 2H CH2, H CH); 1.53-1.7 (m,
Presente trabajo | 2H CH2); 2.3 (s, 2H CH2); 2.5-2.7 (m, 2H CH2); 3.5-3.7 (m, H
OH); 7.1-7.2 (d, arom)

Superchi et al.
2011

RMN DE 13C S ppm

Mateolli et al. 19.5, 29.2, 33.3, 39.0, 39.7, 61.0, 125.6, 128.2, 128.2, 142.8
2007

Superchietal. | 19.7,29.5, 33.6, 39.2, 40.0, 61.3, 125.8, 128.5, 129.2, 143.0
2011

Presente trabajo | 19.2, 28.9, 33.0, 38.7, 29.3, 60.4, 125.3 127.9, 128.0, 142.5

RMN DE !H: El andlisis del protén en RMN (CDCIs), del apartado VI. APENDICES
(C) los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (Il *H) (Fenoxanol®) con (& ppm): 0.94 (s, 3H, CH3) correspondiente
al metil unido al carbono quiral; 1.3-1.5 (m, 2H CH2, H CH); 1.53-1.7 (m, 2H CH2);
2.3 (s, 2H CH2); 2.5-2.7 (m, 2H CH2); 3.5-3.7 (m, H OH) protén hidroxilo; 7.1-7.2
(d, aromético). La principal pérdida de sefial de los valores de desplazamiento
quimico se observd en la comparaciéon con Mefranal® a 9.7 (s, 1H, CHO) del
aldehido.

RMN DE 13C: El andlisis del *3C en RMN (CDClz), del apartado VI. APENDICES
(C) los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (Il 13C) (Fenoxanol®) con (& ppm): 19.2, 28.9, 33.0, 38.7, 29.3, 60.4
carbono unido al grupo funcional hidroxilo, 125.3 127.9, 128.0, 142.5. La
comparacion con los autores: Superchi et al. (2011) y Matteoli et al. (2007)
Corroboran la obtencién similar de datos de resonancia de *3C. La principal
pérdida de sefial de los valores de desplazamiento quimico se observo en la
comparacion con Mefranal®a 202.6 correspondiente al carbono de grupo funcional

carbonilo de aldehido.

Polarimetria: A las condiciones mencionadas en el apartado Ill. Materiales y

Métodos, en la seccion 3.7.3. La lectura de rotacion optica en +15.00 +0.01 mostro
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la formacion de R-Fenoxanol de acuerdo a la comparacién con métodos de la
sintesis quimica asimétrica empleada Mateolli et al. 2007 y Superchi et al. 2011.
Mientras que de acuerdo a las comparaciones y métodos empleados por Brenna
et al. (2002), se encontraron que los rendimientos de 32-35% obtenidos en el
presente trabajo; son vélidos para la biorreduccién y resolucibn maxima
encontrada (50%) en una mezcla de enantibmeros, permitiendo observar una

enantioselectividad parcial en los 3 procedimientos.

TABLA 3 Resultados de Rendimientos y configuracion absoluta Final de
Fenoxanol® obtenidos en el presente trabajo y su comparacion con resultados en

literatura
BIOTRANFORMACION MEDIO DE REACCION
CON S. cerevisiae ACUOSO SOLVENTE SOLIDO
RENDIMIENTO % 35 +1 33+1 32 +1
CONFIGURACION R+ R+ R+
ACTIVIDAD OPTICA +14.9 +2 +15.0 +2 +15.0 +1

No obstante, aunque S. cerevisiae acepto a Mefranal® como sustrato en los tres
diferentes medios; se encontré en TLC una gran transferia de material biologico, lo
que dificultando el proceso de purificacién en etapas de filtracién y purificacion. La
FIGURA 4.1 corresponde a el andlisis del seguimiento de las reacciones de
biorreduccion del aldehido de Mefranal en un medio acuoso. Donde fueron
colocados muestras correspondientes a (1): aldehido de Mefranal, (2) alcohol de
Fenoxanol y (3, 4 y 5) biorreducciones con S. cerevisiae un medio tradicional de

agua, mencionadas en el apartado Ill. Materiales y Métodos, en la seccién 3.7.5.
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FIGURA 4.1 Andlisis en TLC donde (1) es Mefranal®, (2) Fenoxanol® reducido con
NaBH4y (3, 4 y 5) son las biorreducciones con S. cerevisiae

Mientras que para el caso de las biorreducciones en medio de solvente y sélido,
trabajando en la tecnologia de solventes para extraer la menor cantidad posible de
material biolégico, no hubo problemas en la separacion de Fenoxanol® y la
levadura, como los observados en medios tradicionales acuosos, obteniendo una
pasta por la poca separacion de la levadura y el medio. El uso de medios de
solvente y solido para las biorreducciones, descartando la activacion inicial de la
levadura durante 30 minutos con una fuente de carbono y agua, demostré que la
levadura pudo ejercer actividad enzimatica y que el uso especifico de heptano
para las biorreducciones en medios de solvente, mostraron resultados similares de
rendimiento obtenidos con las biorreducciones en medios acuosos. No obstante, el
uso de este solvente demostr6 un menor arrastre de material biol6gico hacia
Fenoxanol®.

Pese a que todas las biorreducciones en los 3 diferentes demostraron que la
levadura S. cerevisiae ejerci6 la misma actividad enantioselectiva; La
biorreduccion en un medio solido, resulto ser la mas viable, al no requerir la

adiccion de un medio de movilidad y energia de activacion.
4.3 Obtencion del éster de Fenoxanol usando Cal-B

La resolucion mediante la acetilacion enzimatica del alcohol de Fenoxanol®

racémico (obtenido mediante reduccion quimica con NaBH4), los resultados
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demostraron que la lipasa de Cal-B procedi6é con la formacion del enantidmero de
configuracion (S)-Ester de Fenoxanol mediante el uso de técnicas empleadas por
Santiago-Aquino (2019). Proporcionando nueva informacion acerca de las
propiedades fisicas y quimicas para esta nueva molécula no documentada en una
sola forma enantiomérica. Ademés de proporcionar la elucidacion estructural
espectroscopica la cual tampoco se tienen datos. Fue asi que, los espectros
obtenidos del éster del alcohol de Fenoxanol puro, proporcionan los Unicos datos
comparados con los espectros obtenidos de la elucidacion y caracterizacion del
alcohol de Fenoxanol de la TABLA 2.

4.3.1 Andlisis estructural del éster de Fenoxanol

CG-EM: La elucidacion estructural del éster de Fenoxanol, se compard con la
elucidacioén estructural del alcohol de Fenoxanol y se corrobor6 los cambios de las
principales sefales, en los espectros del apartado VI. APENDICES (A). En CG se
mostré un cambio de polaridad al obtener el tiempo de retencién en 4.0 minutos.
El Espectro de Masas (I1l) (Ester de Fenoxanol®) mostro fragmentaciones en [M]*
220 (2), 174 (23), 156, 131 (26), 104 (30), 91 (100) y 92 (22), donde la sefnal de
ion molecular 220 con intensidad 2, correspondiente al peso molecular del éster
predicho, conservando la fragmentacibn en 91 (100). Sefal presente en los
espectros de Mefranal y Fenoxanol como pico base correspondiente a la

fragmentacion de alquilbencenos favoreciendo el i6n tropilio.

FT-IR: El apartado VI. APENDICES (B) se observa el Espectro de Infrarrojo (Ill)
(Ester de Fenoxanol®). Los principales sefiales estan en las bandas de absorcion
gue se obtuvieron en el andlisis IR con (cm™ v) Estiramientos: 1735 (C=0 enlace
carbonilo de grupo funcional éster), ~1230 (O-CO-C estiramiento central sin
contemplar doble enlace hacia el O asimétrico del grupo funcional éster), 1051 (O-
CO-C estiramiento sin contemplar doble enlace hacia el O simétrico del grupo
funcional éster), mientras que se conservan las sefales: 3091, 3065, 3026 (C-H

enlace del anillo aromatico monosustituido con 3 vibraciones consecutivas en
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creciente), 1603 (C-C estiramiento del anillo aromatico simétrico), 1495 (C-C
estiramiento del anillo aromatico asimétrico horizontal), 1454 (C-C estiramiento del
anillo aromético asimétrico vertical). Flexiones: 744 (C-H flexion de sombrilla del
anillo aromatico simétrico), 697 (C-H flexion de sombrilla del anillo aromatico
asimétrico) 1800-2500 (huellas dactilares pertenecientes a los anillos aromaticos).
Los principales cambios de la absorcion son la pérdida del grupo funcional en
3341 (O-H enlace hidroxilo del alcohol).

RMN DE !H: El Espectro de Resonancia (Il *H) (Ester de Fenoxanol®) en el
apartado VI. APENDICES (C) corroboré los principales cambios de
desplazamiento quimico. Mostrando las sefiales en (& ppm): 1.0 (m, 3H CH3);
1.48-1.8 (m, H CH); 2.0-2.02 (s, 3H CH3); 2.5-2.8 (m, 2H CH2); 4.0-4.2 (m, 2H
CH2); 7.2-7.4 (m, aromatico). Donde la sefial en 2.0-2.02 (s, 3H CH3);
corresponde a los protones de un metil de éster a campos protegidos, que no
presentaba el espectro de Fenoxanol, conservando las sefiales en alrededor de
1.0 (m, 3H CH3) correspondiente al metil unido al carbono quiral y en 7.2-7.4 (m,
aromatico). La principal perdida de interés en las sefiales del éster de Fenoxanol

es a 3.5-3.7 (m, H OH) correspondiente al protdn hidroxilo del alcohol Fenoxanol.

RMN DE 13C: El andlisis del 13C del Espectro de Resonancia (Il 13C) (Ester de
Fenoxanol®) del apartado VI. APENDICES (C). Los valores de desplazamiento
guimico se observaron en: (& ppm): 19,4 20.8, 29.3, 31.8, 34.5, 58.9, 121.9, 124.5,
124.5, 138.2, 165.9. Donde se conserva la sefal del desplazamiento quimico a
60.4 corresponde al carbono unido al grupo funcional hidroxilo que, ahora unié al
grupo funcional éster. La sefial a 165.9 corresponde a una nueva sefial de
carbonilo del grupo funcional éster. Asi mismo la sefial a 19,4 correspondiente al

metil del grupo.

El seguimiento de las reacciones de biocatalisis mediante TLC, mostré una
conversion completa, favoreciendo la obtencion del éster de Fenoxanol® en
tiempos de 12 horas a 40° C y rendimientos del 45%, similares a los obtenidos por
Abate et al. 2002 usando lipasas hidroliticas. La lectura de rotacién en -7.0° £0.9

dio referencia a la configuracién absoluta de (S-). El uso de Cal-B inmovilizada fue

42



comparada con metodologias reportadas por Santiago-Aquino et al. (2019)

encontrando una baja y casi nula cantidad de subproductos formados.

4.4 Obtencién de la oxima de Mefranal con NH2OH.HCI

La obtencién de la oxima de Mefranal® proporciono nueva informacién acerca de
las propiedades fisicas y quimicas para esta nueva molécula quiral no
documentada. Ademas de proporcionar la elucidacion estructural espectroscépica
la cual tampoco se tienen datos. La lectura de la rotacion observada de 0.00°
+0.09 confirmo la obtencion de la mezcla racémica en concentraciones 50-50%,
asi mismo paso de una densidad de 0.960- 0.06 a 1.002 g/mL. Los espectros
obtenidos de la oxima de Mefranal, se compararon con los espectros obtenidos a

partir de la elucidacién y caracterizacion inicial de Mefranal® (TABLA 1).

4.4.1 Andlisis estructural de la oxima de Mefranal

CG-EM: El apartado VI. APENDICES (A) se observa el Espectro de Masas (V)
(Oxima de Mefranal®) con las sefiales de fragmentacion en [M]*! 191 (2) seiial
impar de i6n molecular correspondiente al peso molecular por regla del
Nitr6geno,174 (30), 158 (12), 131 (29), 104 (11), 91 (100). Las sefales en 92 (21)
seflal de fragmentacion correspondiente a la transposicion de McLafferty en
alquilbencenos y 91 (100) sefial de pico base correspondiente a la fragmentacion
de alquilbencenos favoreciendo el ién tropilio, siguen siendo las fragmentaciones
principales que se conservaron. Asi mismo se obtuvo el tiempo de retencion a

16.4 minutos.

FT-IR: El apartado VI. APENDICES (B) se observo el Espectro de Infrarrojo (1V)
(Oxima de Mefranal®) con las bandas de absorcion que se obtuvieron en (cm™ v)
Estiramientos: 3243 (O-H enlace hidroxilo del alcohol del grupo funcional oxima),
1030 (=N-O estiramiento asimétrico del grupo funcional oxima), 925 (=N-O

estiramiento simétrico del grupo funcional oxima), 1654 (C=N estiramiento del
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grupo funcional oxima), conservando las sefales en 3085, ~, 3025 (C-H enlace del
anillo aromatico monosustituido con 3 vibraciones consecutivas), 1602 (C-C
estiramiento del anillo aromatico simétrico), 1495 (C-C estiramiento del anillo
aromatico asimétrico horizontal), 1453 (C-C estiramiento del anillo aromatico
asimétrico vertical). Flexiones: 744 (C-H flexiébn de sombrilla del anillo aromético
simétrico), 696 (C-H flexion de sombrilla del anillo aromatico asimétrico), 1800-
2500 (huellas dactilares pertenecientes a los anillos aromaticos). Las pérdidas de
la absorcion se observaron a 1720 (C=0 enlace carbonilo de aldehido) y 1717 (C-

H flexién y estiramiento del H unidos al grupo funcional aldehido).

RMN DE 1H: El andlisis del proton en RMN (CDCIz) del apartado VI. APENDICES
(C), los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (IV 'H) (Oxima de Mefranal®) con (& ppm):1.0-1.2 (s, 3H CH3)
correspondiente al metil unido al carbono quiral; 1.5- 1.7 (m, 2H CH2); 1.75-1.9
(m, 2H CH2); 2.2-2.6 (m, H CH) correspondiente al H unido al carbono quiral; 2.7-
2.8 (m, 2H CH2); 6.8 (m, H, HCN) correspondiente a H de la aldoxima (Santigo-
Aquino et, al. 2019); 7.2-7.6 (m, arom). La perdidad principal de la sefial a 9.7 (s,
1H, CHO) de aldehido.

RMN DE 13C: El andlisis del *3C en RMN (CDCIz), del apartado VI. APENDICES
(C) los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (IV 3C) (Oxima de Mefranal®) con (& ppm): 20.0, 31.5, 32.9, 33.9,
38.2, 142.1, 129.1, 128.9, 126.9, 152.2 correspondiente al carbono de grupo
funcional (C=N) aldoxima.

La sintesis quimica simétrica a partir del aldehido de Mefranal® racémico con
NH20H.HCI, demostro la obtencién de la oxima de Mefranal en una mezcla
racémica con rendimientos del 95% usando carbonato de sodio (agente
neutralizante del clorhidrato) que libera la hidroxilamina nucleofilica, para favorecer
la reaccion de sintesis de la oxima (Santiago-Aquino et. al. 2019 y Kim et al.
2013), permitiendo que las reacciones fueran casi completas. La obtencion de los

dos enantiomeros de la oxima de Mefranal en una mezcla racémica a partir del
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aldehido de Mefranal, es rentable ya que no discrimina una de sus dos formas

enantioméricas con una casi nula cantidad de subproductos formados.

4.5 Obtencion del éster de oxima de Mefranal usando Cal-B

La resolucion de la oximdlisis enzimatica propuesta para la oxima de Mefranal en
la obtencion del acetato (éster de oxima de Mefranal), mediante la utilizacion de
Cal-B, se efectudé con el seguimiento de las reacciones mediante el analisis en
TLC, acuerdo a los métodos estudiados y citados por Santiago-Aquino et al.
(2019), Arthur-Santiago et al. (2018) y Gotor et al. (1990).

Los resultados finales demostraron que Cal-B no fue capaz de realizar la
resolucion de oximalisis con la oxima de Mefranal. Donde se obtuvo una lenta
conversion, lo que permiti6 suponer una reaccion de eliminacion incompleta y la
formacién del subproducto de Citralis Nitrilo en tiempos que oscilaron las 72 horas
de reaccibn a 40° C. Los espectros obtenidos para la identificacion y
determinacion final a partir de la purificacion y separaciéon de la mezcla; Corrobor6

la ausencia de la formacién del éster de la oxima de Mefranal

4.6 Obtencion del Citralis Nitrilo® usando Cal-B

La obtencion y purificacion del nitrilo como producto final mediante el uso de Cal-B
inmovilizada fue comparada con metodologias purificacion reportadas por
Santiago-Aquino et al. (2019) encontrando una baja y casi nula cantidad de
subproductos formados, que a su vez da lugar a una metodologia viable para la
obtencién de Citralis Nitrilo® de Mefranal mediante acetilacién enzimatica. Los
espectros obtenidos se compararon con los espectros obtenidos de la elucidaciéon
y caracterizacion de la oxima de Mefranal, y asi misma, mediante la obtencion
quimica reportada por Mateolli (2007) y Superchi (2011). Como resultado, se
comparo la elucidacion estructural en la obtencion via quimica y/o enzimética de
Citralis Nitrilo® (TABLA 4).
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4.6.1 Andlisis estructural del Nitrilo de Mefranal®

CG-EM: El apartado VI. APENDICES (A) se observa el Espectro de Masas (V)
(Citralis Nitrilo®) con las sefiales de fragmentacion en [M]*? 173 (35) sefial impar
de i6n molecular correspondiente al peso molecular por regla del Nitrogeno, 158
(60); 105 (31); 92 (54); 91 (100). Las sefiales en 92 (21) sefal de fragmentacion
correspondiente a la transposicion de McLafferty en alquilbencenos y 91 (100)
seflal de pico base correspondiente a la fragmentacion de alquilbencenos
favoreciendo el i6n tropilio, siguen siendo las fragmentaciones principales que se

conservaron. Asi mismo se obtuvo en CG, el tiempo de retencion a 3.3 minutos.

FT-IR: Los principales cambios de sefiales de IR, se obtuvieron en el analisis de
bandas de absorcién del apartado VI. APENDICES (B) y el Espectro de Infrarrojo
(V) (Citralis Nitrilo®) con bandas en (cmt v): Estiramientos: 2246 (C=EN
estiramiento del triple enlace de nitrilos). Las sefiales en IR en regiones
especificas para anillos monosustituidos garantiz6 la obtencién exacta del nitrilo al
conservar las sefiales de 3085, 3061, 3026 (C-H enlace del anillo aromético
monosustituido con 3 vibraciones consecutivas), 1602 (C-C estiramiento del anillo
aromatico simétrico), 1496 (C-C estiramiento del anillo aromético asimétrico
horizontal), 1454 (C-C estiramiento del anillo aromatico asimétrico vertical).
Flexiones: 745 (C-H flexion de sombrilla del anillo aromético simétrico), 696 (C-H
flexion de sombrilla del anillo aromatico asimétrico), 1800-2500 (huellas dactilares

pertenecientes a los anillos aromaticos).

La comparacion de espectros con la oxima de Mefranal® y Citralis Nitrilo®,
obtenido mediante la sintesis quimica asimétrica (TABLA 4). Corroboraron las
pérdidas de absorcion en: 3243 (O-H enlace hidroxilo del alcohol del grupo
funcional oxima), 1030 (=N-O estiramiento asimétrico del grupo funcional oxima),
925 (=N-O estiramiento simétrico del grupo funcional oxima), 1654 (C=N

estiramiento del grupo funcional oxima).
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TABLA 4 Resultados de CG-EM, RMN 1H y 13C de Citralis Nitrilo® obtenidos en el
presente trabajo y su comparacion con resultados en literatura

CG-EM m/z
Mateolli et al. [M]+1 173, 158, 92, 91
2007
Supezrggilet al. | M]™" 173 (20), 158 (43), 92 (29), 91 (100)
Presente | 1m™ 173 (35), 158 (60), 105 (31), 92 (54), 91 (100)
trabajo
RMN DE *H 5 ppm
Mateolli et al. | 1.06 (m; 3H CH3), 1.59-1.69 (m, 2H), 1.80-1.90 (m, 1H), 2.51—
2007 2.64 (m, 4H), 7.06-7.25 (m, 5H)
Superchi et al. | 1.06 (m; 3H CH3), 1.59-1.69 (m, 2H), 1.80-1.90 (m, 1H), 2.51—
2011 2.64 (m, 4H), 7.06-7.25 (m, 5H)

Presente 1.1 (m, 3H CH3), 1.5-1.8 (m, H CH), 2.2-2.4 (m2H CH2), 2.5-
trabajo 2.7 (m, 2H CH2), 7.1-7.4 (m, arom)

RMN DE 13C 3 ppm
Mateolli et al. | 19.3, 24.5, 29.9, 33.0, 37.5, 118.7, 126.0, 128.2, 128.5, 141.3.
2007
Superchi etal. | 19.2, 24.5, 29.8, 33.0, 37.4, 118.6, 126.0, 128.1, 128.5, 141.2.
2011
Presente 19.9, 24.9, 29.9, 33.9, 37.8, 117.2, 126.8, 128.9, 128.9, 142.8
trabajo

RMN DE 1H: El andlisis del proton en RMN (CDClIz) del apartado VI. APENDICES
(C), los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (V 'H) (Citralis Nitrilo®) con (& ppm): 1.1 (m, 3H CH3); 1.5-1.8 (m, H
CH); 2.2-2.4 (m2H CH2); 2.5-2.7 (m, 2H CH2); 7.1-7.4 (m, arom). El espectro
mostré el acoplamiento del anillo aromatico monosustituido y el centro quiral la
cadena alifatica, a excepcién del C de grupo funcional nitrilo ya que el fuerte

enlace C-C=N impide enlaces a hidrégenos que se puedan resonar.

El espectro del nitrilo fue comparado con su precursor, la oxima de Mefranal y se
observé la ausencia de las sefales del proton en desplazamientos a: 6.8 (m, H,
HCN) correspondiente a H de la aldoxima (Santigo-Aquino et, al. 2019); La
comparacion con el espectro del aldehido de Mefranal del proton a 9.7 (s, 1H,
CHO) de aldehido, también permite obtener la elucidacion exacta de la estructura

del nitrilo de Mefranal.
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RMN DE 13C: El andlisis del 3C en RMN (CDCIz), del apartado VI. APENDICES
(C) los valores de desplazamiento quimico se observan en el Espectro de
Resonancia (V 13C) (Citralis Nitrilo®) con (d ppm): 19.9, 24.9, 29.9, 33.9, 37.8,
117.2 correspondiente al carbono de grupo funcional nitrilo (C=N), 126.8, 128.9,
142.8. La pérdida de la sefial a 152.2. correspondiente al C=N de la oxima.

Las acilaciones/eliminaciones enzimaticas de la oxima de Mefranal racémica
(usando NH20H.HCI) para la obtencién del Citralis Nitrilo® mediante la utilizacion
de los meétodos estudiados y citados por Santiago-Aquino et al. (2019),
demostraron que Cal-B acepto y mostré enantioselectividad para la resolucion. El
seguimiento de las reacciones con TLC, mostr6 una conversion completa, en
tiempos de 24 horas a 80° C. y rendimientos del 45%, similares a los resultados
obtenidos con las acilaciones, eliminaciones y oxidaciones de compuestos
nitrogenados via quimica y/o enzimética descritos por Santiago-Aquino et al.
(2019), Arthur-Santiago et al. (2018), Superchi et al. (2011), Matteoli et al. (2007) y
Gotor et al. (1990), usando lipasas hidroliticas y/o catalizadores quimicos quirales.
La discriminacion por parte de Cal-B para sustratos quirales en el presente
proyecto encontré favorecida la formacion y enantioselectividad, favoreciendo la
formacion del enantiomero de configuracién (S)-Citralis Nitrilo® observado por
polarimetria. Teniendo como lectura final la actividad 6ptica en una rotacion de -
2.0° +0.1.
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CONCLUSIONES

La Biorreduccion de Mefranal® racémico con S. Cerevisiae ocurri6 con la
resolucion del par enantiomérico para producir el alcohol de configuracion (R) con
rendimientos entre el 33 al 35% independientemente de la metodologia utilizada
en el proceso. Es decir, en medio acuoso tradicional, utilizando un disolvente
organico como medio de la reaccion o incluso en estado soélido, en el cual se uso
la levadura comercial.

La resolucion del alcohol Fenoxanol® racémico, mediante la acetilacion (con
acetato de vinilo) catalizada por Cal-B en disolvente organico, ocurri6 con
conversiones del 45% y un alto exceso enantiomérico en favor del alcohol
isomérico (S).

La oximacién de Mefranal® con clorhidrato de hidroxilamina ocurrié con un alto
rendimiento para producir una nueva molécula, como posible fragancia.

Se desarrolld6 una metodologia basada en la acetilacion (con acetato de vinilo) de
oxima de Mefranal catalizada por Cal-B en disolvente organico a 80°C para
producir Citralis nitrilo® en un alto rendimiento.

Se obtuvieron 4 productos de valor agregado consideradas fragancias finas,
mediante metodologias de la quimica verde no reportadas previamente, a partir de

Mefranal® racémico.
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