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Abstract

Cascade processes combine several consecutive synthetic steps in the same reaction
vessel that allow for the rapid construction of synthetic complexity in a straightfor-
ward manner. The design of multi (chemo)enzymatic cascades to build novel synthetic
routes towards high-value chemicals constitutes an interesting approach to reducing
the environmental toll of chemical processes. Over the past two decades, advances in
the discovery of new enzymes as well as the development of chemocatalysts able to
work under mild reaction conditions have expanded the operational space for the dif-
ferent catalytic worlds to work cooperatively. This special article presents a summary

of our contributions to this area.

Introducciéon

La transicion hacia una sociedad mas sostenible implica una transformacion sustancial de
muchos aspectos que afectan a nuestra vida cotidiana. La industria quimica tiene un impac-

to muy significativo en nuestra sociedad ya que es la responsable de la fabricacién de una
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gran cantidad de productos diferentes que usamos a diario como farmacos, agroquimicos,
plasticos o cosméticos. Es también un sector clave en la economia de la UE y de Espana
tanto en volumen de mercado como en generacion de empleo, en donde representa el 5,4 %
del PIB y el 3,7% de la poblacion asalariada. El sector tiene la ambicion de alcanzar la
neutralidad de emisiones de carbono para 2050 y para ello es necesario un completo redi-
seno del sector tanto de materias primas como de los métodos de transformacion 8de éstas
en los productos finales. En este ultimo apartado, la catalisis serda un elemento clave para
alcanzar estos objetivos. Todas las reacciones quimicas requieren energia. Un catalizador
es una sustancia que facilita que una determinada reacciéon quimica tenga lugar rebajando
la energia necesaria para que se produzca por lo que, en muchas ocasiones, hace que estos
procesos se lleven a cabo bajo condiciones de reacciéon més suaves. La catalisis tiene un
impacto socioeconémico en nuestra sociedad enorme. Tecnologias esenciales como el proce-
so Haber-Bosch para la sintesis de amoniaco, fundamental para la sintesis de fertilizantes,
o la polimerizacién de Ziegler-Natta para la preparacion de plasticos como el polietileno,
son posibles gracias a catalizadores. Tal es la importancia que aproximadamente el 90 %
de los procesos quimicos industriales usan catalisis, y el 35 % del PIB mundial depende de

procesos cataliticos*
Tradicionalmente, los catalizadores se dividen en tres grupos atendiendo a su naturaleza.

1) Catalizadores metalicos. Son especies compuestas por metales de transicion. Debido a
su estructura electronica tienen una gran capacidad para activar enlaces y acelerar procesos
quimicos.

2) Organocatalizadores. Pequetias moléculas orgénicas derivadas de, por ejemplo, aminoa-
cidos u otros productos naturales capaces de activar moléculas mediante diversos mecanis-
mos.

3) Enzimas. Proteinas cuya funcion es catalizar reacciones quimicas en la naturaleza.

Por otra parte, los procesos en cascada son aquellos en los que el producto de una reacciéon
es el material de partida para la siguiente, sin necesidad de aislar o purificar los interme-
dios. Los organismos vivos han evolucionado para utilizar esta estrategia dentro de sus
complicadas redes metabolicas para la generaciéon de una diversidad de productos quimicos

enorme. Inspirados por la Naturaleza,” los quimicos organicos sintéticos han empezado a
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usar este tipo de sistemas en el diseno de rutas sintéticas ya que presentan una serie de
ventajas frente a la estrategia tradicional de sintesis por pasos. Por un lado, como no es
necesaria la purificacion y el aislamiento de los intermedios, se reducen significativamente
el tanto el tiempo total del proceso como la generacion de residuos, ya que la purificacion
de productos quimicos generalmente lleva asociada el uso de grandes cantidades de disol-
vente 2T Al reducir el nimero de operaciones, los rendimientos globales también aumentan.
En ocasiones, existe la posibilidad de que los intermedios de reaccién presenten problemas
de estabilidad o toxicidad por lo que el desarrollo de estrategias que permitan su conversion
rapida en otros productos hace que se obtengan mayores rendimientos. Ademaés, algunos
procesos cataliticos presentan problemas de equilibrio y de inhibicién por acumulaciéon de
sustrato o producto —especialmente los enzimaticos. Al acoplar reacciones en cascada en el

mismo matraz, estos problemas se mitigan.

a. Sintesis paso a paso

Reaccion 1

(0 —

Alslamlento y purificacién

. Reacmon 2 @

Reaccion 1 Reaccién 2

%/>

b. Sintesis en cascada

'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
"
'
'
'
'
' 3
'

'

'

'

'

'

'

'

'

Sin aislamiento ni purificacion de B

Esquema 1: Izquierda: Diferentes tipos de catalizadores, estructura de la imino reductasa de Ajellomyces
dermatitidis (enzima, verde), catalizador de Grubbs (metal de transicion, azul), catalizador de Singh (or-
ganocatalizador, naranja). Derecha: diferencias entre procesos sintéticos paso a paso (a) y en cascada (b).

Muchos de estos catalizadores, ademés de acelerar o permitir transformaciones quimicas, lo
hacen ademas de forma asimétrica, es decir, permite el acceso a productos quirales. La qui-
ralidad es una propiedad que presentan algunos objetos cuando no son superponibles con
su imagen especular, como ocurre con moléculas que presentan un carbono con hibridacion
sp3 unido a cuatro sustituyentes diferentes. La sintesis de compuestos quimicos quirales es
de especial relevancia en industrias como la industria farmacéutica, ya que mas de la mitad

de los farmacos que se comercializan poseen al menos un carbono de este tipo® La impor-
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tancia reside en que, aunque tengan la misma estructura quimica, muchos enantiémeros
muestran diferencias en actividad terapéutica, toxicologia, farmacocinética, metabolismo,

etc., por lo que su preparacion de forma pura es de gran importancia.

En esta revision, se presentan ejemplos de la combinacion de diferentes procesos cataliticos
en cascada para la preparacion de compuestos quirales, muchos de ellos de alto interés en
distintos sectores de la industria quimica, bajo condiciones de reacciéon sostenibles que han

sido desarrolladas en nuestros grupos de investigacion en la tltima década.

Cascadas multienzimaticas

En las ultimas dos décadas, los quimicos sintéticos hemos intentado adaptar las complejas
rutas metabodlicas existentes en la naturaleza al laboratorio para aplicarlas en procesos qui-
micos de interés combinando diferentes biocatalizadores de forma sucesiva” Estos procesos
son relativamente sencillos de armonizar ya que los enzimas suelen trabajar bajo condicio-
nes de reaccién muy similares en cuanto al medio de reaccion (acuosos alrededor de pH 7)
como de temperatura o presion. Ademas, los enzimas suelen ser altamente selectivos por
lo que problemas de reactividad cruzada y, por tanto, aparicion de productos no deseados,
suelen ser poco habituales. La construccion de cascadas multienzimaticas ha sido, y sigue
siendo, objeto intenso de estudio debido principalmente al continuo descubrimiento de nue-
vos enzimas con aplicaciéon en quimica sintética. Estas cascadas no sélo se han limitado a
ejemplos de prueba de concepto, sino que también han sido aplicadas a gran escala para la
preparacion de productos de interés industrial. Recientemente, cientificos de Merck & Co.
han desarrollado una nueva sintesis para preparar el farmaco islatravir, en estudios para
el tratamiento del VIH, mediante un proceso en cascada en donde se combinaron cinco

enzimas de forma consecutiva para obtener el producto final con un rendimiento del 51 %
(Esquema [2)) .2

En este contexto, una de las lineas de investigacion principales desarrolladas en los tltimos
anos por nuestro equipo ha sido el descubrimiento y desarrollo de nuevos biocatalizadores
para llevar a cabo reacciones de reduccion asimétrica de iminas (bien como imina preforma-

da o via aminacion reductora) ™ Utilizando diferentes métodos para el descubrimiento
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Esquema 2: Cascada multienzimatica desarrollada por cientificos de Merck & Co. para la preparacion de
islatravir.

de enzimas, hemos conseguido construir una colecciéon de biocatalizadores muy diversa ca-
paz de promover estas reacciones sobre un abanico de sustratos notablemente amplio en
medios acuosos y bajo condiciones de reacciéon suaves. Esto nos ha permitido combinar
estos enzimas, denominados imino reductasas (IREDs), con otros biocatalizadores para la
preparacion de diferentes familias de compuestos de forma asimétrica. Uno de los primeros
ejemplos en los que aplicamos esta estrategia fue en la alquilacion de aminas primarias con
alcoholes combinando IREDs y alcohol deshidrogenasas (ADHs) mediante un sistema re-
dox neutral o hydrogen-borrowing (Esquema . Inicialmente, el alcohol es oxidado por una
ADH para obtener el correspondiente aldehido o cetona cediendo un hidruro al cofactor de
nicotinamida. En un segundo paso, la IRED cataliza la aminacion reductora entre la amina
de interés y el compuesto carbonilico, abstrayendo el hidruro del cofactor de nicotinamida

y liberandose agua como tnico subproductoX®
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Esquema 3: Cascada hydrogen-borrowing para la alquilaciéon de aminas con alcoholes combinando alcohol
deshidrogenasas e imino reductasas. Conversiones y excesos enantioméricos determinadas mediante croma-
tografia de gases.

Este sistema lo aplicamos a alcoholes primarios y secundarios obteniendo las aminas secun-
darias de interés con rendimientos entre moderados y excelentes (41-99 %). Cabe destacar
los elevados excesos enantioméricos obtenidos en el caso de los derivados de anfetamina,

productos de gran interés en la industria farmacéutica.

Una vez desarrollada esta cascada, decidimos adaptar el sistema para la aminaciéon de en-
laces C—H no activados en cicloalcanos™™ Para ello, utilizamos un citocromo P450 (P450
BM3 R47L/Y51F) para la hidroxilacion de cicloalcanos generando los correspondientes al-
coholes secundarios. Este enzima contiene dos mutaciones (R47L/Y51F) que previamente
mostraron aumentar la afinidad por el ciclohexano™ Ya que el citocromo utiliza cofactores

de nicotinamida, insertamos dos mutaciones adicionales (R966D y W1046S) para incre-
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mentar la preferencia de éste por NADH en vez de NADPH, desacoplando de esta forma
el paso de hidroxilacion del sistema hydrogen-borrowing, por lo que se evita la competicion

por equivalentes de hidruro.
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Esquema 4: Funcionalizaciéon de cicloalcanos mediante cascada multienziméatica combinando monooxigena-
sas, alcohol deshidrogenasas e imino reductasas. Rendimientos calculados sobre la acumulacién del producto
en el medio de reaccién tras 24h medidas por cromatografia de gases.

El potencial de estos sistemas multienzimaticos para la preparacion de productos de in-
terés industrial ha sido demostrado recientemente por investigadores de la farmacéutica
de GlaxoSmithKline™ Usando como punto de partida una IRED de su propia coleccion,
obtuvieron una variante que permitié la sintesis del principio activo GSK2879552 que se
encuentra en estudios para su uso en el tratamiento de la leucemia. Tras varias rondas
de evolucion dirigida en donde se optimizaron diferentes parametros como la actividad y
la estabilidad del enzima a pH< 5, obtuvieron un biocatalizador, IR-46 M3, que presenta
un rendimiento 38000 veces superior a la del enzima nativo, permitiendo de esta forma la
sintesis del farmaco a escala industrial (esquema [5)). El enzima es capaz de usar selecti-
vamente el enantiomero (1R,2S) de la amina por lo que no es necesario llevar a cabo un
proceso previo de resolucion cinética del sustrato. Debido a la inestabilidad del aldehido

intermedio, decidieron desarrollar un proceso hydrogen-borrowing combinando con la ADH
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de Lactobacillus coleohominis, obteniendo el farmaco con un 48 % de rendimiento en forma
enantiopura. El proceso original consiste en la oxidacion aerébica del alcohol catalizada por
Cu (I) seguido de una aminacion reductora convencional que requiere la resolucion cinética
previa de la amina y el uso de borohudruro de sodio en cantidades estequiométricas. El
proceso final presenta una reducciéon en la huella de carbono de aproximadamente 7 veces
con respecto al proceso original. Pese a que la estrategia es menos eficiente que la reac-
cion desde el compuesto carbonilico, este proceso representa el primer ejemplo de cascada

hydrogen borrowing a gran escala.
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Esquema 5: Preparacion a escala del ingrediente farmacéutico activo GSK2879552 mediante una estrategia
hydrogen borrowing usando una variante de una imino reductasa modificada mediante evolucién dirigida.

A pesar de que es un sistema elegante para la preparacion de aminas quirales a partir de
alcoholes o alcanos, el uso de altas concentraciones de amina de partida para desplazar el
equilibrio hace que para la mayoria de los procesos a escala industrial esta estrategia pre-
sente serias limitaciones. Por esta razéon decidimos explorar otros sistemas multienziméaticos
que nos permitieran realizar la misma transformacion de manera mas eficiente. Para ello
utilizamos, por una parte, una alcohol oxidasa (AOx) para la generacion de los compuestos
carbonilicos a partir de alcoholes a través de una oxidacion aerdbica irreversible. Mientras
que las ADHs catalizan la oxidacion de alcoholes mediante transferencia de hidruro, las
oxidasas catalizan la oxidacion aerdbica en donde el oxigeno ambiental oxida al cofactor
(generalmente una flavina) generandose peroxido de hidrogeno, y el cofactor oxida al sus-
trato, regenerdandose de esta forma. El resultado global es la oxidacién aerébica irreversible

que hace que, generalmente, los problemas relacionados por el equilibrio desaparezcan. Por
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otra parte, las reductasas de acido carboxilico (CARs) catalizan la reduccion irreversible
de acidos carboxilicos a aldehidos a través de un mecanismo que involucra la activacion
del acido carboxilico mediante adenilacion seguida de la formaciéon de un tioéster que es
finalmente reducido al aldehido final usando un equivalente de cofactor de nicotinamida.?"
Este mecanismo hace que la reacciéon sea irreversible. Con todo esto, decidimos combi-
nar la CAR de Segniliparus rugosus con AspRedAm para desarrollar un nuevo método de
aminacion reductora de acidos carboxilicos bajo condiciones de reaccion sostenibles (es-
quema @ Hasta ese momento, estos procesos habian sido desarrollados por el grupo de

Beller empleando catalizadores de Ru, Hy y altas temperaturas (160°C) 2522

y por Fuy
colaboradores empleando especies de boro, también a altas temperaturas.?® De esta forma
fuimos capaces de obtener diferentes aminas secundarias con rendimientos entre moderados
y buenos (49-74 %) usando entre 0.8-4 equivalentes de la amina (frente al exceso de 50 equi-
valentes necesario en la cascada hydrogen-borrowing), lo que supone una mejora sustancial
de cara a la potencial aplicacion industrial de estos procesos. La cascada se lleva a cabo
a 30°C, sin necesidad de usar altas presiones de Hy y en condiciones acuosas. Ademas, el
tratamiento y aislamiento del producto final es muy sencillo, con lo que el proceso total es
mucho maés sostenible que otros desarrollados hasta la fecha. Como limitacion de este pro-

ceso cabe destacar que no es posible obtener aminas quirales al ser eniminas los intermedios

de reaccion.

Finalmente, decidimos explorar otra cascada multienziméatica para la preparacién de he-
terociclos nitrogenados quirales como las pirrolidinas y las piperidinas, estructuras que se

12% Para ello, de-

encuentran en numerosos productos quimicos de importancia industria
sarrollamos una nueva estrategia para la sintesis asimétrica de estos compuestos con dos
centros estereogénicos combinando IREDs con enoato reductasas (EREDs). Las EREDs
son enzimas capaces de reducir dobles enlaces conjugados en sistemas «, f-insaturados y
han sido ampliamente usados para la reduccién asimétrica de alquenos activados con gru-
pos electréon atractores como ésteres, cetonas o grupos nitro.*® También son enzimas con la
habilidad de reducir eniminas a través de la conformacion abierta (esquema (7)), por lo que
pensamos que la combinacion en el mismo reactor de estos dos tipos de reductasas podria
dar lugar a la formacién de varios centros quirales de manera sencilla.* Para ello prepara-

mos una serie de eniminas y realizamos un estudio de reducciéon con diferentes EREDs de

nuestra coleccion. Para determinar si la reduccion se producia sobre la enimina o sobre la
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Esquema 6: Obtencion de aminas secundarias a partir de acidos carboxilicos o alcoholes primarios mediante
cascadas enziméaticas. Conversiones determinadas mediante cromatografia de gases. Equivalentes de amina
entre paréntesis.

amino-enona con configuracién abierta, realizamos experiments cinéticos que demostraron
que la reducciéon de la conformacion abierta es mucho mas rapida, confirmando el meca-
nismo que se describe en el esquema [} Calculos teoricos sobre la electrofilia del carbono
en posiciéon [ resultaron estar en concordancia con lo observado experimentalmente, apo-
yando la teoria de que la reduccién se produce sobre las enonas y no sobre las eniminas de

configuracion cerrada.

Una vez finalizado el estudio del mecanismo, decidimos explorar la utilidad sintética de
esta cascada combinando enzimas de ambas familias (esquema 7)), obteniendo una variedad
de heterociclos nitrogenados quirales de 5, 6 y 7 miembros con dos centros quirales directa-
mente desde compuestos no quirales, demostrando el potencial que tiene la combinaciéon de

diferentes enzimas para obtener productos de alta complejidad molecular de forma sencilla.
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Esquema 7: Sintesis estereoselectiva de heterociclos nitrogenados de 5, 6 y 7 miembros mediante combina-
cion de EREDs e IREDs en cascada one-pot. Rendimientos aislados o conversiones medidas por cromato-
grafia de gases.

Cascadas quimioenzimaticas

Mediante la combinacion de catalizadores de diferente naturaleza se puede reunir las ven-
tajas y cualidades sintéticas de las diferentes disciplinas que existen hoy en dia en catélisis.
Tradicionalmente estas estrategias han sido estudiadas de forma independiente y su com-
binacion ha sido generalmente compleja debido principalmente a problemas de incompati-
bilidad y a las diferencias respecto a las condiciones de reaccion (disolvente, temperatura,
presion). Sin embargo, el interés por la quimica sostenible hace que cada vez haya maés
catalizadores quimicos disponibles capaces de trabajar bajo condiciones de reaccién com-
patibles con los métodos biocataliticos 25 Ademas, avances en ingeniera de reaccion como
inmovilizaciéon de catalizadores o técnicas de compartimentalizaciéon ha hecho que cada
vez sea mas sencillo combinar diferentes tipos de catéalisis en cascada para la sintesis de

compuestos quirales.2?
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Una de las caracteristicas mas interesantes de los enzimas es su capacidad para diferen-
ciar entre dos enantidomeros diferentes, y esto ha sido ampliamente explotado en procesos
de resolucion cinética en donde el enzima transforma uno de los enantiomeros dejando el
otro inalterado, por lo que al final de la reaccién los dos compuestos pueden ser separados
con facilidad?® Sin embargo, esta estrategia tiene la limitacién de que, como méximo, se
puede obtener un 50 % de rendimiento del isémero deseado por lo que existe un interés en
desarrollar alternativas que permitan obtener un rendimiento del 100 % tedrico maximo.
Una de ellas es la introduccion de un agente que permita la racemizacion in situ del enan-
tidbmero que permanece inalterado en el medio de reaccion, generando un proceso que se
denomina resolucion cinética dinamica.* En 2009 combinamos la exquisita enantioselec-
tividad que presentan las lipasas en la resolucion cinética de alcoholes secundarios junto
con un catalizador de rutenio capaz de racemizar alcoholes secundarios con gran eficiencia,

para la preparacion de un éster quiral intermedio en la sintesis del farmaco rivastigmina

(esquema []).*

i =07 0 (S)-rivastigmina

hq IBUOK, Na;CO3 m Lipasa de Candida antarctica B

OH Tolueno L‘:ﬂLB ;

Q ph—Gs ol
\_/ pH R

oc Co

Esquema 8: Resolucion cinética dindmica (DKR) de un alcohol precursor el farmaco rivastigmina combi-
nando un catalizador de Ru y una lipasa.

Tras llevar a cabo un estudio inicial de la resoluciéon cinética usando diferentes lipasas y
optimizando diferentes pardmetros de reaccién como equivalentes de dador de acilo, tiempo,
disolvente y temperatura, llevamos a cabo el estudio de resolucién cinética dindmica usando
un catalizador de Ru desarrollado previamente en el grupo del Prof. Backvall. Para ello

utilizamos acetato de isopropenilo como dador de acilo ya que estudios previos mostraron
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que el formaldehido que se forma tras reaccion del acetato de vinilo inactiva el catalizador.
Tras optimizar las condiciones de reaccion (temperatura, disolvente, carga de catalizador,
tiempo) conseguimos acoplar de forma eficiente ambos procesos y, de esta forma, se pudo
obtener el éster enantioméricamente puro con una conversion del 95 % y un rendimiento
aislado del 91 %. La sintesis quimioenzimaética del farmaco (S)-rivastigmina se pudo com-
pletar con un rendimiento global del 29 % tras 7 pasos de reaccién partiendo de 3-metoxi

acetofenona comercial.

Como se ha podido ver, los alcoholes secundarios quirales son intermedios sintéticos muy
interesantes en la industria farmacéutica. Ademas de su preparaciéon mediante resolucion
cinética o cinética dinamica, existen otras estrategias empleado enzimas, algunas de ellas
que involucran la combinaciéon de éstos con agentes quimicos. En este contexto, en 2015
desarrollamos una nueva metodologia para la desracemizacion de alcoholes secundarios
combinando una oxidaciéon quimica con una reduccion estereoselectiva en un proceso one-
pot B Una desracemizacion consiste en la transformacion de uno o ambos enantiémeros de
una mezcla racémica en, generalmente, una especie oxidada que luego se reduce de forma
selectiva a solo uno de los dos (esquema @a,b). En nuestro caso, decidimos explorar la posi-
bilidad de usar el radical aminoxilo TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxilo) de forma
catalitica en combinacion con diferentes oxidantes terminales para la oxidacion de alcoholes
secundarios en medio acuoso y bajo condiciones de reaccion suaves. Tras un estudio exhaus-
tivo de diferentes agentes y condiciones, encontramos que la combinacion TEMPO-I, bajo
sonicacion en medio acuoso a pH 10 y 30°C nos proporcionaba los mejores resultados fren-
te a un panel de alcoholes secundarios extenso (esquema [9k). Tras desactivar el exceso de
I, usando una disolucién acuosa saturada de NasS,03, se llevd a cabo la reduccion este-
reoselectiva en el mismo matraz de reaccion usando dos ADHs enantiocomplementarias, la
ADH-‘A’ de Rhodococcus ruber para obtener los alcoholes de configuracion S, y la ADHs de
Lactobacillus brevis y la comercial EVO200 para obtener los alcoholes de configuracion R.
En todos los casos los productos finales se obtuvieron con rendimientos por encima del 90 %

y de forma enantiopura en todos los casos.

Estos procesos de desracemizacion también se pueden aplicar para la obtenciéon de aminas
quirales. En este caso, el procedimiento més habitual es utilizar un enzima que oxida de for-

ma selectiva uno de los dos enantiémeros de la mezcla racémica a la correspondiente imina.
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Esquema 9: Desracemizaciéon de alcoholes secundarios mediante la combinacion de una oxidacién quimica
usando un sistema TEMPO-I; seguido de una reduccion estereoselectiva utilizando ADHs enantiocomple-
mentarias.

La adicién de un agente reductor no selectivo, generalmente un borano, convierte la imina
en la mezcla racémica de nuevo. Ciclos iterativos de oxidacion selectiva junto con reduccion
no selectiva hacen que el enantiomero no deseado por el enzima se vaya acumulando en
el medio de reacciéon (esquemal ) En 2017, y dado que las IREDs no solo catalizan
reacciones de aminacion reductora sino que también son capaces de oxidar aminas a las
correspondientes iminas, decidimos explorar la posibilidad de usarlas en un proceso de des-
racemizacion en el cual la IRED oxida de forma selectiva uno de los dos enantiémeros de la

amina a la correspondiente imina.3?

Tras evaluar mediante estudios cinéticos la capacidad
de oxidacion de la imino reductasa de Aspergillus oryze (AspRedAm) frente a diferentes
aminas racémicas tanto ciclicas como aciclicas, decidimos explorar el uso de una NADPH
oxidasa (NOX) como sistema de regeneracion del cofactor de nicotinamida. Una vez fi-
nalizada la optimizacion del sistema, aplicamos la estrategia para la resoluciéon cinética a
escala semipreparativa de diferentes aminas racémicas. Para obtener ambos enantiomeros,

usamos las variantes enantiocomplementarias Q240A y W210A que previamente habiamos
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obtenido mediante mutagénesis dirigidaX? De esta forma se pudieron obtener diferentes
aminas quirales con excesos enantioméricos excelentes en la mayoria de los casos. Una vez
optimizada la resoluciéon cinética, decidimos desarrollar el proceso de desracemizacion. Hay
que indicar que la desracemizaciéon de aminas aciclicas posee la inherente limitacion de la
inestabilidad de las iminas no ciclicas en medio acuoso. Esto nos oblig6 a tener que usar
un exceso significativo del borano debido a la competicion con la hidrélisis espontanea. No
obstante, se pudieron obtener las aminas quirales de interés con conversiones excelentes y
excesos enantioméricos totales, pudiéndose acceder a ambos enantiémeros en la mayoria de

los casos estudiados.
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Esquema 10: A) esquema general de la desracemizacion de aminas mediante rondas iterativas de oxidacion
selectiva seguido de reduccion no selectiva. B) Resolucion cinética y desracemizacion de aminas utilizado
la IRED de Aspergillus oryze y variantes en combinacién con amino borano.

Recientemente hemos empezado a desarrollar una nueva linea de investigacion en la combi-
nacion de organocatalizadores con catalisis enzimética para la preparacion de compuestos
quirales. La organocatéalisis es el uso de pequenas moléculas organicas, algunas de ellas
productos naturales como los aminoacidos o alcaloides, para facilitar reacciones quimicas,

generalmente de forma asimétrica. A pesar de que los primeros ejemplos de este tipo de
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transformaciones se pueden encontrar en los afos 80, no fue hasta principios de siglo cuan-
do de forma independiente David MacMillan®? y Benjamin List** conceptualizaron el area
de estudio. Desde ese momento, el campo ha crecido exponencialmente hasta convertirse
en uno de los pilares de la catéalisis asimétrica. Una muestra del impacto que ha supuesto
el desarrollo de esta disciplina en sintesis quimica asimétrica es el reconocimiento con el

premio Nobel en Quimica en 2021 a estos dos investigadores.

A pesar de las similitudes que existen entre la organocatalisis y la catéalisis enzimatica,
sus aplicaciones en sintesis asimétrica son bastante diferentes. Mientras que los métodos
organocataliticos han sido ampliamente usados en procesos de formacién asimétrica de en-
laces C—C a través de reacciones aldolicas, Friedel-Crafts, o Diels-Alder; la biocatalisis ha
encontrado una mayor aplicaciéon en reacciones de intercambio de grupos funcionales como
pueden ser procesos redox o hidrolisis.? A pesar de que existen muchos enzimas capaces
de catalizar reacciones de formaciéon de nuevos enlaces C—C, éstas suelen ser proteinas
demasiado selectivas por lo que su aplicaciéon en sintesis hasta hoy esté relativamente res-
tringida. 3257

Esto hace que sean dos tecnologias complementarias desde el punto sintético y que su com-
binacién en procesos en cascada tenga un potencial enorme para la construcciéon de molé-
culas quirales de bajo peso molecular. Los primeros ejemplos de estos procesos consistieron

39y alcohol

en la combinacién de catalizadores de prolina con hidrolasas,*® transaminasas
deshidrogenasas®” debido principalmente a la capacidad que tienen estos catalizadores de
promover quimica de enaminas en presencia de agua. Teniendo en cuenta que el campo
esta poco explorado,* nos planteamos la posibilidad de combinar otros tipos de activacion
promovidos por organocatalizadores seguidos de un paso biocatalitico para la generacion
de varios centros estereogénicos con alta selectividad y de forma sencilla. En concreto nos
hemos centrado en la sintesis estereoselectiva de nitro alcoholes, intermedios importantes en
la preparacion de aminoalcoholes quirales, un grupo funcional que se encuentra presente en
muchos productos de interés farmacologico. Para ello, decidimos combinar una adiciéon de
Michael asimétrica de nitrometano sobre enonas para general nitrocetonas quirales, segui-
do de una reduccion estereoselectiva del grupo carbonilo para obtener los correspondientes

nitro alcoholes 6pticamente activos* Tras explorar diferentes organocatalizadores y condi-

ciones, encontramos que los mejores resultados se obtuvieron con un catalizador bifuncional
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tiourea-ciclohexilamina, con rendimientos de hasta el 95 % con selectividad total. En cuanto
a la cetoreductasa, empleamos los enzimas comerciales y enantiocomplementarias Evo030
y Evo200. Problemas de inhibicién de la Evo030 con nitrometano no permitieron la obten-
cion de los alcoholes de configuracion (S). Afortunadamente, la combinacion del proceso
de adicion conjugada con la Evo200 se pudo realizar con éxito, obteniéndose los nitro al-
coholes de configuracion (R, R) y (R,S) con buenos rendimientos y purezas enantio- y
diastereoméricas. Ya que la preparacion de las enonas de partida la realizamos a través de
la reaccion de olefinacion Wittig#2 entre un iluro de fosfonio y el aldehido correspondiente,
nos planteamos la posibilidad de combinar los tres pasos en un proceso one-pot secuencial
que permitiria la obtencion de los productos de interés a partir de aldehidos sencillos bajo

condiciones suaves de reaccion (esquema [11)).
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Esquema 11: Combinacion de tioureas quirales y oxidorreductasas para preparar 1,4-nitroalcoholes quirales
mediante una cascada one-pot de tres pasos desde aldehidos comerciales. Mecanismos propuestos para los
pasos claves en la alta estereoselectividad observada.
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Conclusiones y perspectivas

En la dltima década, investigaciones en el descubrimiento de nuevos enzimas bien sea nati-
vos o modificados genéticamente, unido al interés por desarrollar procesos cataliticos més
sostenibles, ha posibilitado que la combinaciéon de los diferentes mundos cataliticos sea
mucho mas eficaz. Estos sistemas conllevan una serie de ventajas desde el punto de vista
operativo y de optimizacion de recursos que hace que cada vez sea mas importante el disefio
de rutas sintéticas para productos de interés industrial de esta manera. A pesar de estos
avances, aun quedan muchos aspectos que solucionar para que estas estrategias sean algo
rutinario. La incompatibilidad de los diferentes catalizadores y condiciones sigue siendo el
mayor obstaculo, y las estrategias de compartimentalizacion desarrolladas hasta la fecha
no son una solucién viable a gran escala. Por ejemplo, muchas reacciones de gran interés
sintético catalizadas por metales requieren de atmosfera inerte. Las estrategias actuales
de segregacion no permiten que se puedan combinar de forma sencilla. Alternativamente,
avances recientes en los procesos en flujo continuo hacen que potencialmente se puedan so-
lucionar todos estos inconvenientes. Bajo estos sistemas, las reacciones se realizan mientras
los diferentes reactivos se van moviendo a través de reactores en forma de tubo que pue-
den contener los catalizadores inmovilizados. Cada reactor estd completamente segregado
y por tanto las condiciones de reacciéon pueden ser completamente diferentes en los distin-
tos compartimentos en los que se divide el sistema. A pesar de ser ampliamente usado en
algunos sectores industriales, tan sélo recientemente ha surgido un interés para aplicarlo en
la sintesis de productos de alto valor anadido mediante procesos cataliticos. Ejemplos del
uso de estos sistemas en procesos multienzimaticos han hecho que se hayan mejorado las
productividades de los mismos procesos en batch y también han demostrado que cascadas
previamente incompatibles ahora se pueden combinar de forma eficiente*® Estas observa-
ciones se pueden trasladar a sistemas multicataliticos en el futuro y favorecer la aceptacion

de estos procesos a escala industrial.

Ademas de los ejemplos aqui desarrollados, nuevas estrategias cataliticas que actualmente
se estan desarrollando y que contienen muchos elementos interesantes desde el punto de
vista de la sostenibilidad de los procesos quimicos, como son el uso de luz o electricidad

para promover transformaciones quimicas, también seran susceptibles de ser acopladas a
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procesos en cascada. Ya existen algunos ejemplos en la bibliografia** y en los proximos afios
seran objeto de estudio intensivo. Finalmente, otro de los problemas relativos a los procesos
multicataliticos en cascada es la diferente cinética que presentan los distintos sistemas que
hacen que no sean poco eficientes. El uso de uso de modelos cinéticos enziméticos ya estéa
ayudando a optimizar los procesos multienzimaticos*® y en el futuro se podran aplicar a

los quimioenzimaticos para mejorar su eficacia.
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