e
43¢ Universita degli Studi di Ferrara

DOTTORATO DI RICERCA IN
SCIENZE FARMACEUTICHE

CICLO XXIV

COORDINATORE Prof. Stefano Manfredini

ACETILACETOINO SINTASI DA Bacillus licheniformis NELLA SINTESI
STEREOSELETTIVA DI ALCOLI TERZIARI POLIFUNZIONALI

Settore Scientifico Disciplinare CHIM/11

Dottorando Tutore
Dott. Venturi Valentina Prof. Pedrini Paola
1 .
\fog&“jrm_ \sQ,ulIL/Q
(firma) (firma)

Anni 2009/2011






C

et

7

simplicitereéeéeé

Ad maioral






INDICE

Capitolo 1. INtrodUziONe pag.7
1.1 Formazione di legami-C: approccio tradizionale pag. 9
1.2 Formazione di legami-C: approccio moderno pag. 11
1.3 Formazione di legami-C: approccio biocatalitico pag. 14

1.4 Formazione di legami-C: approccio organocatalitico (o biomimeticg)ag. 32

Capitolo 2. Bacillus stearothermophilusppureBacillus licheniformi® pag. 37
2.1Bacillus stearothermophilus pag. 38
2.2 BacillusstearothermophilusppureBacillus licheniformi® pag. 46
2.3Bacillus licheniformis pag. 46
Capitolo 3. Acetilacetoino sintasi: sintesi di alcoli terziari pag. 53
Capitolo 4. Sintesi di alcoli terziari: approccio biomimetico . pag. 89
Capitolo 5. Riduzioni stereoselettive di-idrosstb-dichetoni pag. 113
Capitolo 6. Acetilacetoino sintasi_nel Ipag. 1671 nt e
Capitolo 7. Purificazione di acetilacetoino sintasi Balicheniformis pag. 183
Capitolo 8. CONCIUSIONI pag.195
B OO A pag.199






CAPITOLO 1

INTRODUZIONE



La formazione del legame carbofgarbonio € lo stadio fondamentale per la
costruzione delle molecole organiche e rappresenta uno dei piu importanti e
stimolanti obbiettivi della sintesi organica iquanto passaggio chiave nella
maggi or parte dei pr oc e premio Nohehpgeela i c i
Chimica 2010a | | 6 a mRichard 2 Hexlke aigiapponesiEi-ichi Negishie

Akira Suzuki per il loro lavoro nelle reazioni di coupling palladiatalizzate
sott ol i nemportanzaodd uni irdirizkoddella ricerca chimica rivolto a
creare un legame carborsarbonio per la costruzione di macroncuke
organiche complesse.

La necessita di ottenere molecole chirali biologicamente attive sia di origine
naturale sia di origine nematurale ha spronato studi approfonditi verso la
formazione del legame carborgarbonio mediante accoppiamento asimmetrico
Straordinari risultati sono stati ottenuti con lo sviluppo di ausiliari chirali e
catalizzatori chirali per il controllo della stereoselettivita di molte importanti
reazioni (condensazione aldolica, cicloaddizioni, addizioni a doppi legami);
tuttavia, b ricerca continua e negli ultimi anni la biocatalisi sta diventando un
pilastro fondamentale nella sintesi organica come alternativa alle tradizionali
metodologia chimiche. La natura, come risultato di milioni di anni di evoluzione,
ha sviluppato un vastoumero di catalizzatori, gli enzimi. Questi, intrinsecamente
chirali, mostrano una straordinaria efficienza e specificita per la sintesi
asimmetrica e la modificazione di molecole del metabolismo primario e
secondari o. L6i mpi e g ota idwamgdgdio diemetteremn
campo processi di sintesi ecosostenibili in quanto non vengono usati solventi e
reagent.i i nquinanti . Negl i anni pi Y%
sempre piu rivolta alla produzione di molecole complesse derasse
farmaceutico. Un congruo numero di tali prodotti sono sostanze naturali o loro
derivati, altri sono analoghi semplificati, altri ancora sono composti che hanno
mostrato di essere attivi nei confronti di alcuni organismi, di cellule malate, di
recetori cellulari specifici o di specifici enzimi bersaglio.

Determinante per i progressi sintetici € stata la scoperta di numerosi nuovi metodi

per la formazione di legami carbomoar boni o. Eo6 oggi

oggi,

I € CE

possi


http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2010/
http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2010/

utilizzando una combinazione di metodlassici ed innovativi, sintetizzare
molecole con funzionalitd sensibili e scheletri carboniosi sorprendentemente
complessi, con eccellente regad enantioselettivita, a partire da sintoni semplici

ed economici.

1.1 Formazione di legami GC: approccio tradizionale
I metodi classici per la formazione del legame carbeaidonio sono vari e
possono essere cosi brevemente riassunti a seconda delle diverse metodologie di

sintesi:

a) Sostituzione di un gruppo uscente ad opera di un nucleofilo al carbonio
1 Reagenti di Gilman (organocuprati)
1 Alchil anioni e cianuri
9 Alchilazioni di anioni enolato (sintesi di acidi carbossilici e di

metilchetoni) Schema )

A~

l CH3CH,0
o o o o
s UL
)J\c 0N — ch” So” N+ Br-
H |
R

HCI, H,0 l D

(@) @] o

)J\CHZ-R + CO, —--— CH OH *+ CH3CH,OH

I
R

Schema 1 Sintesi acetacetica: sintesi di metilchetoni



1 Alchilazione di enammine
b) Addizione nucleofila al carbonile o ad un gruppo carbossilico:
1 Reagenti di Grignard, reagenti organolitio e reagenti di Gilman

(Schema 2

O~ Mg*Br

o)
I
)J\/\ + T —MgBr I /Q/\

HzO"

(|)H
/Q/\
Schema 2 Addizione di un reattivo di Grignard al carbonigluanilico
9 Anioni di alchini e cianuri

1 Reazioni aldoliche (addizioni e condensazioni aldoliche tra aldeidi e

chetoni) Gchema 3

Schema 3 Reazione di condensazione aldolica

1 Condensazione di Claisen (condensazionegtari) e di Dieckmann

9 Acilazione di enammine
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1 Reazione di Wittig ( per doppi legami C=C)

c) Addizione coniugata a composti carbonilica , msaturi:

9 reazione di Michael§chema 3.

R H Rs

L. e T

R R, + —_—

Schema 4 Reazione di Michael

d) Sostituzione aromatica:
9 Alchilazione ed acilazione di aromatici secondo Frigtielfts
(Schema .

(0]
)j\ AICI, R
+ R cl —_— + Hcl

Schama 5. Acilazione di FriedeCrafts del benzene

1.2 Formazione di legami GC: approccio moderno
Gli approcci piu recenti alla formazione del legameC Gsfruttano reagenti
organometallici che rendono possibili trasformazioni altrimenti difficili da

ottenee [1]. In questo ambito le reazioni chiave dei metalli e dei complessi

metal |l i ci sono | 6addi zi one ossidativa e |
compl ementare. Nel |l 6addi zi one ossidativa
aumentandone il suo numero d coordi nazi one; con | el i mi
contrario e il metall o torna alla sua ¢ca

avvenire con un metallo coordinato ad uno o piu ligandj dove n ¢ il loro

11



numero), ma pud avvenire anche con un metallo libdroLa reattivita dei

differenti substrati dipende strettamente dal metallo:

Addizione X
ossidativa \
ML, + X5 - ML,

Eliminazione

riduttiva X
Un esempi o di guesto approccio sintetico
degl i anni 670. E-éatalinzata di sodtiziané oucleofilap al | adi o
operata da un alchene su un braccio aBlehéma ¢ . La perdita dell o
vinilico con formazione dell édanione  alt

nuovo legame carbonicarbonio infatti avviene sul carbonio meno sostitwiéb
doppio legame. La reazione di Heck & anche stereoselettiva: anche quando sono
possibili entrambe le configurazioni per il doppio legame carboarbonio, E e

Z, il prodotto che si forma e quasi esclusivamente in configuraBione

Pd (OA
<:\>/Br + /\n/o\ o pdOR: ZaVa
0

Schema 6 La reazione di Heck

Un altro metodo molto versatile per la formazione di legami carbcarioonio e

stato sviluppato dal Professor Akira Suzu
il nome di accoppiamento di Suzukdcghema . E6 anche questo un p
palladiocatalizzato in cui un composto organico del boro reagisce con un

alogenuro o un triflato organico. Il meccanismo comporta inizialmente una
transmetallazione in cui il sostituente del derivato del boro sostituisceantdg

sul Pd e di seguito undbéeliminazione ridut
legame CC.

12



cat Pd (OAC)Z
B(OH), + Br
Na2CO3

Schema 7 La reazione di accoppiamento di Suzuki

Un altro esempio recente € la reazione di metatesi messa a punto nela2005

Robert Grubbs, Richard Schrock e Ives Chauvin (premio Nobel per la chimica).

Nelle reazioni di metatesi due alcheni si scambiano i carboni legati da doppio

| egame. E6 un processo semplice e general

~

carbonio. Questo b di reazione e catalizzata da complessi di Ru o Mo che
possiedono come ligandi carbeni particolarmente stabili, resi tali da sostituenti
stericamente ingombrati e fortemente eletidomatori. Talvolta le reazioni di
metatesi sono sfruttate per reazidnciclizzazione e cio € possibile quando sono
coinvolti due alcheni terminali della stessa molecole con formazione di un
cicloalchene $chema §. La metatesi alchenica di ciclizzazione e usata per la

sintesi di grandi macrocicli difficili da ottenere.

R—N N—R

\(\\\CI
cl /k CeHs

EtOOC COOEt EtOOC COOEt

N

cat Ru-carbene nucleofilo
.

7 \

Schema 8 La reazione di metatesi

Infine, da non trascurare per la loro importanza sono alcune reazioni pericicliche,
meno recenti in termine di scoperta, ma sempre attuali per le applicazioni
sintetiche: la trasposiziondi Claisen, di Cope e la reazione di Didlsler

(Schema 9. La reazione di Dielé\lder, in particolare, € una cicloaddizione tra

13



dieni coniugati e composti con doppi o tripli legami carberadoonio (dienofili)

per dare prodotti ciclici (addotti di Diekslder).

COOCH; W\COOCH;

o - L.,

oy
COOCH,4 COOCH,
Schema 9 La reazione di Diel&\lder

1.3 Formazione di legami GC: approccio biocatalitico

Dal punto di vista sintetico solo recentemente gli enzimi sono studiati come
catalizzatori efficienti in reazioni di fmazione del legame-C.

Cio costituisce un enorme paradosso se si pensa che la natura e proprio la
principale costruttrice di strutture molecolari complesse che nascono da questo

tipo di legami tra atomi di carbonio. La condensazione aldolica, reazione
ampiamente studiata dal punto di vista chimico, in cui il carbaniboi undéal dei de,
privato di un protone, agisce da nucleofilo attaccando il carbonile di una seconda

molecola per dare aldeidi , -ihsature $chema 3, € una reazione alla base anche

del metdolismo cellulare. Questo tipo di reazione e cruciale ad esempio nella via
biosintetica nota come gluconeogen&$i indispensabile nei sistemi biologici per

l a sintesi del glucosi o, i Acarburantebo
sintesi del gluosio avviene grazie ad una cascata di reazioni catalizzate da enzimi

a partire da due molecole di piruvato: una reazione di addizione aldolica
costituisce proprio uno di Qquesti passaggi
di addizione aldolica é cdizzata da un enzima che prende il nome di aldolasi e

porta alla formazione di fruttosib,6-difosfato Schema 10.
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A e

O

piruvato

CH,OPO,>

CH,OH

diidrossiacetone
fosfato

Schema 10

GLUCONEOGENESI
o
-
GLICOLISI
HC=o0
| aldolasi
+ HCI—OH —_—
CH,OPO,>
gliceraldeide
Condensazione

CH,OH

D-glucosio

CH,0P0z>
¢=o
HO—(IZH
OH
OH
CH,0P0z>

fruttosio-1,6-difosfato

al dolica

Abi ol ogi c

Questa reazione € molto frequente sistemi biologici. Il collagene, una delle

proteine piu abbondanti dei mammiferi, € il componente principale dei tessuti

fibrosi (ossa, denti, pelle, cartilagine, e tendini). | legami incrociati (dnolsisiQ)

che si hanno nei tessuti degli animali ddwono alla base dei processi di

invecchiamento e sono un esempio di condensazione aldolica catalizzata dalla lisil

amino ossidasigchema 1}

Un esempio invece di condensazione di Claisen biologica & quella che costituisce

il primo passaggio della biogesi di un acido grasso: la condensazione tra una

ecol
(Schema 12 .

mo | a

di
It

acet il

oestere

CoA

e

che

di

f or ma

una m

S i

C
p

al oni |

vi ene

di malonil CoA; inserendo due atomi darbonio alla volta, via via si formera un

acido grasso naturale a lunga catena con un numero pari di atomi di carbonio e

nessuna ramificazione.
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/ \
HN NH
NH3* "H3N
o) o

collagene collagene

'

& lisil amino ossidasi

o
: \
HN NH
y
o
o
collagene cross-linked
Schemall Condensazione aldolica fAbiologicabo
(0] O O (0] (0]

acido grasso
)I\ )I\/”\ sintasi
CoA + 0 COA ——o CoA + CO,

1. riduzione
2. disidratazione
3. riduzione

O

/\/\)I\COA

Schema 12Biosintesi di un acido grasso naturale
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Gl i enzi mi rappresentano | a versione fAgr ece
sono molto versatili, richiedono condizioni di reazione blande che possono essere
mantenute facilmente in laboratorio, permettono di condurre sintesi asimmetriche

in maniera chemoregio- ed enantioselettiva anche a partire da sintoni chirali

senza alterarne la configurazione. Ai vantaggi sintetici, inoltre, gli enzimi

coniugano ancheavnt a g g i economi cCi ri spetto all déi mp
tradizionali ed il loro impiego garantisce un basso impatto ambientale in tutte le

fasi del processo. Tuttavi a, | i nstabil]
temperatura e pH dovuta all@rd natura proteica, il limite costituito dalla

specificita di substrato, il ristretto numero di enzimi a disposizione, le basse rese

in termini di prodotto finale dovute agli effetti di inibizione da substrato e la

necessita di cofattori complessi hanattd si che la biocatalisi avesse una scarsa

di ffusione nell amBlJito dell a sintesi orgar

Nell 6ulti mo decenni o per grazie ai not e

biologia molecolare e strutturale che hanno permesso una comprensione migliore

della natura e delle potenzialitd dei biocatalizzatori, la catalisi enzimatica ha
finalmente trovato un ruolo da protagonista nella sintesi organica, non solo in

ambito accademico ma anche industriale. Le moderne tecnologie del DNA

ri combi nant gneriae gendtied hadno nipkre permesso di poter

veramente disporre di un biocatalizzatore per qualsiasi tipo di reazione e di
migliorarne le caratteristiche intrinseche, rispondendo alle esigenze dei diversi

approcci sintetici4].

Il ruolo non trascurab® della catalisi enzimatica nella sintesi, accanto alla

met all organica e all éorganocatalisi, — dir
0ggi, le biotecnologie e la biocatalisi, grazie ai contributi provenienti da diverse

discipline scientifiche, costiui scano una vera e propria @t
diversi settori applicativi (farmaceutico, alimentare, chimica fine, prodotti chimici

di base, cellulosa e carta, agricoltura, medicina, produzione di energia, industria

mineraria) Figura 1).

17



possono

Hicrobiclogia

Enzimolegia

Biologia molecolare

| nutraceutica

-~ settore

/ —T_  farmaceutico
-~
/ — L

Biochimica

Chimica organica

Chimica di processo

>

|BIOCATALIS! |

PN

rd
!

)

Cinetiche

Ingegneria di reazione

Progetto di reattori

— _—

settare

chimico

./’

\
hS

—

medicina

",
—
=

—_ analitica

veterinaria

"

colture

“._cerealicole

Cartae

“celulosa
k

.

5,
\
|
A
.--"',

i::-rclteziune d|-\

y
|
A

-

-

.,

"

|

/)’
-

L -
-

industria

estrattiva

o ——— .

Figura 1. La biocatalisi: input scientifici e applicazioni industriali

Grazie alla sua interdisciplinarieta, la biocatalisi € una toolbox per la sintesi

organica che permette di

costruire un

razionale sintetico

tenendo

in

considerazione la molecola da simeare, il processo di sintesi nel suo

complesso e la natura biologica del catalizzatgjre [

Oggi € disponibile un gran numero di enzimi per la formazione e la rottura

stereoselettiva di legami-C

che

vengono r

un

It

sotto

sono enzimi fondamentali per costruire molecole target complesse: la formazione

del legame carbonioarbonio, infatti, € la base di ogni sintesi organica

asimmetrica costituendo uno strumento imprescindibile per generare molteplici

prodotti stereoisomericia partire da comuni semplici sintoni chirali o prochirali

[6]

Gl i

enzi

mi

essere

, evol

uti s

i mpi egat.

p

er

per

mostrare

supportare

ecosostenibile ai cataliatori chimici a base di metalli di transizione. Sono

proteine

compl et ament e

bi odegradabil i,
preferibilmente in solventi acquosi a pH neutro e a temperatura ambiente. |l

profilo

| O

ndustri

Agreeno

a

degl i

farmaceut i

ca

e

e

reazi
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scala industrialed). La catalisi enzimatica nella formazione di legami carbonio
carbonio risulta particolarmente interessante rispetto a quellacehiradizionale
nella sintesi e modificazione di composti organici rilevanti dal punto di vista
biologico che sono tipicamente complessi, multifunzionali e solubili in acqua.
Classicamente, fanno parte di questa categoria i composti strutturalmenténianalog
agli aminoacidi $,7,8,9 o ai carboidrati 10,1]. Un esempio € la condensazione
aldolica che, se confrontata con il processo chindgo ¢onsente di non utilizzare
gruppi protettori per le diverse funzionalita sensibili del substrato e di non

ottenee sottoprodotti di reazion®) (Schema 13.

A
o o OH O
Acido o Base
R \)I\H + _ R ¥ altri isomeri o
prodotti di eliminazione
Ry Ro R1 R>
B
o) O Fruttosio-1,6-difosfato ?H 0
aldolasi (FDP A)
H203PO/\._,)]\H + HH - ~ 10,07 Y
OH OH  OPO3H, OH OH  OPOsH,

Schema 13Condensazione aldolic&) reazione chimicaB) reazione enzimatica

La maggior parte degli enzimi disponibili per la formazione e la rottura di legami

carbonieccaroni o (Al i asi 0) sono al dol asi,
pirofosfato dipendenti.

1.3.1ALDOLASI

Le al dol asi catalizzano una

stereocontrollata di un chetone (o aldeide) donatore (nucleofilo) adcettaae
(elettrofilo). Decine di aldolasi sono state identificate in nat6r@ [e molte di

gueste sono disponibili in commercio in scala sufficiente per applicazioni

19
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preparative. Le aldolasi piu utilizzate per scopi sintetici impiegano donatori
costituii da 2 o 3 atomi di carbonio e possono essere raggruppate in 4 gruppi
principali che dipendono dalla struttura del nucleofi&):|1é aldolasi acetaldeide
dipendenti, §) le aldolasi piruvato (fosfoenolpiruvatd)pendenti, €) le aldolasi
glicina-dipendeti e (d) le aldolasi diidrossiacetonefosfato (DHAR)pendenti
(Schema 14 [3].

OH O o
) R
. y OH
OH O
o) (@]
o or
HO
OPO3H,
@ o (b)
R)I\H
0 (e}
HKH
NH, (c) (d) OH OPO3H,
OH O oH O
v
R ‘\)J\OH R
NH, OH  OPOsH,

Schema 14 Aldolasi classificate sulla base del donatore nucleofilo utilizzato

nella reazione di condensazione aldolica

I membri del pnmo @) e del secondo grupp®d)(formano carbanioni acetilici e
generano, in seguito alla condensazione aldolica, singoli stereocentri, mentre i
membri del terzod) e del quartod) originano derivati carbonilic-sostituiti che
contengono 2 nuovi centri chirali vicinali al nuovo legam& Caspetto che i
rende piu appetibili per applicazioni di sintesi organica asimmetrica. Di norma le

aldolasi hanno una discreta specificita di substrato per la componentefitaicleo

20



donatrice a causa di ragi oni meccanici sti
sull 6accettore, catalizzato dall denzi ma, e
un meccanismo altamente conservato, mentre ci0 che & responsabile della
stereoselettivi - relativa ~ | dorientamento del cart
questo modo la stereochimica del nuovo legam€ € altamente controllata

dal |l 6enzima indipendentemente dalla natur
(12 . Per g u e | | accettoleeeleticoblicoc la maggior padte delle

aldolasi tollera invece un ampio spettro di strutture e cido rende possibile lo

sviluppo di sintesi stereodivergenti: impiegando un solo tipo di aldolasi, ma

variando gli accettori, e possibile ottenere lieli composti stereoisomerici.

Le aldolasi, inoltre, sono classificate in aldolasi di classe | e aldolasi di classe I

sulla base del meccanismo di deprotonazione dei substrati donatori, su cui Si

i ncentra il ruol o att i patengoeo ledaddbldsiccleen z i ma .
seguono il meccanismo di deprotonazione via imina/enammina attraverso il

legame covalente del substrato con una lisina del sito attBjo Alla classe I

appartengono le aldolasi che, invece, usano un acido di Lewis comeoiefatt

[14].

Molteplici sono le applicazioni sintetiche dei diversi tipi di aldolasi riportati in

|l etteratura. Di particol ar e rilievo, ad
i ndustriale del | 6al dol asi del | 6aci do si |
commercal e che catalizza | 6addi zi one stereos
N-acetitD-mannosamina, nella via metabolica di

Il substrato naturale di NeuA é stato un importante target per la sintesi. Lo

Zanamivir, introdottanel 1999, rappresenta infatti il primo trattamento terapeutico
contro il virus dell 6influenza ottenuto d
stata la prima aldolasi su cui si sono concentrati gli sforzi per sviluppare un

processo di bioconversione &dllo industriale che &€ ancora oggi impiegato

[15,19 (Schema 15.

21



o) CO,H
HO/Y\ |
OH
HO AcHN I
HO —C, HN NH,
HO OH \n/
NHAc NH
1 Zanamivir
l Epimerasi E Steps
OH
HO NeuA Ho / o
é NHAC e CO,H
HO — > O
- AcHN
HO OH (L"H OH
. HO
piruvato
2 3

Schema 15 Processo industriale per la sintesi di acidadgtiimuramico come

precursore di un inibitore del wviru

Il composto3 € un rao e costoso prodotto naturale, pertanto la sintesi dello

Zanamivir € un processo che in partenza richiederebbe un investimento cospicuo a

l'ivell o industriale. La biocatalisi in g
economica e vantaggiosa: ilprecus8d el | o Zanami vir - stato o
acetibglucosamminal Aione pot 0, grazie ad un proces:

catalizzato da Mcetitglucosammina 2pimerasi e NeuA12. Un secondo
interessante esempio di applicazione nella sintesi orgasinaretrica € quello
delle aldolasi diidrossiacetone ( DHAP) fosfato dipendenti. Se NeuA e le aldolasi
piruvato dipendenti sono in grado di catalizzare la formazione di un solo centro
stereogenico, le aldolasi DHAdRpendenti, invece, portano alla formazéodi due
centri di asimmetria vicini al nuovo legameCCche generano. In natura esistono
solo 4 tipi di aldolasi DHARlipendenti e ciascuna catalizza una reazione aldolica
stereospecifica che porta alla formazione dei quattro enantiomeri possibili del

22



chetoso Hosfato rispetto ai dioli vicinali sul @ e G4 [12]. Le reazioni aldoliche
catalizzate in vivo dalle aldolasi DHAdRpendenti sono riportate di seguito

(Schema 1.
Z0,4P0 OH O OH ©
U?J\/OPOSZ- \/?\)J\/OPCHZ-
= FruA | Rhua i
OH OH OH OH

3S,4R 3R, 4S )
L-Ramnulosio-1-fosfato

OH O
Z04P0 OH © TagA | FucA Y
H 2- € » \)I\/OPO32'
OPO, Y
35,45 3R4R 2
OH OH

OH OH

D-Tagatosio-1,6-bifosfato L-Fuculosio-1-fosfato

Schema 16 Reazioni aldoliche catalizzaite vivodalle 4 aldolasi DHAP
dipendenti stereocomplementari

Queste aldolasi hanno trovato un particolare successo nella sintesi di

stereocontrollata di composti poliossigenati grazie alla loro flessibilita nella
speci ficit di S u bts tivella tdiostereooonttoltoadpllp 0 s t o al

reazione 17] . Scegliendo t r adipéndentidoppdrténa,lsd ol a s i I

ottiene undampi a gamma di prodottii, cont

stereochimica assoluta che quella relativa.

Recenti applicazioni dellaldolasi sono processi a cascata combinati con altri

enzi mi o) abbinat. a reazioni chi mi che a l
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tradizionali allo scopo di creare molecole target nuove o per sviluppare processi

sintetici innovativi. Un processo enzimaticon quattro steps che p
delle aldolasi € la sintesi a cascata one pot di carboidrati non naturali a partire dal

glicerolo (Schema 17[18].

OH
\)\/ 4 steps, one pot OH o
HO OH S /\/I\HK/OH
7
) OH
Glicerolo 5-deossi-5-etil-D-xilulosio

H,PO,

/— pirofosfato

o OH (0]
H,PO, fitasi I .
pH 4 /\/ OPOzH
OH

Y

OH

FruA butanale
HO\)\/OPO3H' pHT75
(e}
GPO, pH 7.5
7-? HO OPO3H"

1/2 0, H,0, DHAP

Ho\/’\/opogH‘
U\, H,0

catalasi

+

H

"o

Schema 17 Sintesi biocatalizzata di carboidrati non naturali a adal glicerolo

La sintesi inizia con la fosforilazione del glicerolo catalizzata dalla pirofosfatasi

seguita dal |l 6oss.i-dliaerolo-8fostato aom gemdraziona indel | 6 L
situ del DHAP; i terzo passalgzgtao | 6ac
dalla 1,6fruttosiobi f osf at o al dol asi ed, i nfine, | 6 u
del | 6addotto aldolico per generare in proc

1.3.2 OSSINITRILASI

Undaltra categoria di enzimi -Csopode t ant i p
osintrilasi (idrossinitrile liasi).
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Queste vengono utilizzate per catalizzare la formazione stereoselettiva di

cianidrine attraverso | a r eaSchemaH
[3].
(o) OH
/\)J\ Prunus amygdalus HNL /\/'\
= H > z CN
Tamp. pH5
HCN
90%
MTBE (e.€.97%)

Schema 18Reazione catai

Il ruolo naturale di questi enzimi € quello di degradare le cianidrine nei tessuti di

zzat a

t

r

dal Pronus amygdalusr i | as i

piante attaccate da parassiti liberando acido cianidrico che funziona da deterrente

per il parassita stesso (per esempiéi dr ol i s

del

mandel

oni

idrossinitrile liasi non necessitano di alcun cofattore e presentano una scarsa

speci ficit?®

di

substrato

ma

unoal

t a

degli ottimi biocatalizzatori. La seguerttbella riporta le caratteristiche di alcune

delle piu utilizzate ossinitrilasiT@bella 1).

Tabella 1 Ossinitrilasi maggiormente utilizzate per scopi sintetici

Ossinitrilasi Substrato naturale Stereoselettivita
Prunus amygdalusiNL (R)-Mandelonitrile R
Linum usitatissimurhNL (R)-Butanonecianoidrina R
acetone cianoidrina
Havea brasiliensi$iNL Acetone cianoidrina S
Sorgum bicoloHNL (9-4-idrosstmandelonidrile S
Manihot esculent&NL Acetone cianoidrina S

Anche per questa categoria di enzimis&sio molteplici applicazioni sintetiche

ri portate in

ossinitrilasi

|l etteratur a.

di al cuni

EO di
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salbutamolo, due broncodilatatori. Inuesta sintesi il passaggio chiave e
| 6addi zi one, al tament e enantiosel etti
(Schema 19[19].

OH

(R)-ossinitrilasi
HCN

——

92%, 95% ee

AlO HO y

H

OAl OH

(R)-terbutalina

Schema 19Sintesi enantioselettiva della terbutalina catalizzata da ossinitrilasi

1.3.3 ENZIMI TIAMINA DIFOSFATO (ThDP) -DIPENDENTI

Gli enzimi tiamina difosfato (ThDP) dipendenti catalizzano la formazione di un
legame GC tra due composti carbonilici portando alla formazione diadn
idrossichetone. A questa categoria appartengono un vasto numero di enzimi
coinvolti in diversi pathways metabolici e che catalizzano un esteso numero di
reazioni. Gli enzimi ThDRlipendenti che comunemente trovano applicazioni

nelle biotrasformazioni san la benzaldeide liasi (BAL), la benzoilformiato

decarbossil asi (BDF) , | 6acetoi drossi aci

la piruvato decarbossilasi (PDC). Oggi, grazie alle moderne tecniche di biologia

vV a,

do

mol ecol are e al | 6avganzoamaeont oi Idend unperroog ed dic

enzimi ThDRdipendenti sta crescendo e di conseguenza e facile aspettarsi che
molto lavoro ci sara ancora da compiere per svilupparne appieno le applicazioni
sintetiche. Le conoscenze strutturali di questi enzimi rivelano agpetto
interessante: ad una ampia variabilita della sequenza amminoacidica presente nel
sito catalitico si contrappone una struttura tridimensionale molto simile per tutti
questi enzimi. Cio spiega, da un lato la capacita degli enzimi Ihp#hdenti d
catalizzare un cosi vasto numero di reazioni, essendosi evoluti per accettare
di versi tipi di substrato, dall 6altro

conservata rende ragione del loro imprescindibile ruolo biologico in diversi
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microorgansmi. Questi due aspetti rendono oggi questi enzimi sempre piu
interessanti come nuova fonte di biocatalizzatori versatili per la sintesi organica
asimmetrica 20]. Caratteristiche comuni a tutti gli enzimi ThRlpendenti sono

il sito di binding per la ami na ( Th) all 6i nterfacci
conservati del pirofosfato (PP) e della pirimidina (Pyr). Sulla base della
disposizione genomica di queste regioni e stato possibile dividerli in sei famiglie
filogenetiche 22]: la prima é quella deglinzimi simili alla transchetolasi (TK

like), il secondo gruppo ha come capostipite la piruvato ferrodoxina reduttasi
(PFRDlike), il terzo la 2oxoisovaleratadeidrogenasi (OXéeike), il quarto la
(SPDClike) e il sesto la fosfopiruvato decarbossilasi (EHRe) (Figura 2).

e EERA

PFRD

PPe Pyrsono i siti di binding della tiamina (Th); le subunit& b denota casi in ci?Pe Pyr si

trovano su subunita diverse

Figura 2. Classificazione degli enzimi ThBtpendenti sulla base della

disposizione genomica dei domini conservati
La sintesi dia-idrossichetoni catalizzata dagli enzimi ThHdPendentiavviene

attraverso due meccansimi noti qudh condensazione aciloinica e la

condensazione benzoinicaghemi 20, 2.
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o)
P P Ry
Ry H + R, H —_— Ry
OH

Schema 20Condensazione aciloinica.

(0]

O O]
o :
0]

OH
Schema 21Condensazionedmzoinica.

Il primo (Schema 20 prevede la formazione di un legameCCin condizioni
riduttive mentre, nel secondo casicfiema 2}, la formazione del nuovo legame
segue la rottura di un altro legameddn uno dei due reagen8]|

Enzimi come la benzdéide liasi (BAL) generalmente sono riconducibili ad un
meccanismo di condensazione aciloinica, mentre le transchetolasi (TK) e le
decarbossilasi operano una condensazione benzoinica, almeno nei riguardi dei
loro substrati naturali.

Questi enzimi sono acownati dal fatto che la loro catalisi necessita del cofattore

tiamina difosfato figura 3).

NH,

Loy

s
N S LA o

//P\O—P/\ o
o ) o

(o)

Figura 3. Struttura della tiamina difosfato.

La forma non fosforilata della tiamina &€ meglio conosciuta come vitamind B
cui deficit € causa della patologia del Beriberi. Questo cofattore enzimatico e

28



costituito da un nucleo pirimidinico, un anello tiazolidinico che contieneg, itk

gioca il ruolo chiave nella catalisi, e il gruppo fosfato. Sebbene il donatore

del | Oaltdeviadea a2 | 6accettore finale da cui
che si origina dal nuovo legame- @ possano variare a secon
ThDP-dipendente considerato, la catalisi ThBiBendente passa sempre
attraverso | a f oattivedaz iTRDR,enella sua farmadd ilidd,e i d e

attiva il carbonio del carbonile aldeidico legato g, @chiamando su di sé

elettroni e spingendolo a variare la sua reattivita chimica tradizionale da elettrofilo

a nucleofilo. Que s tumpduhgdnoendeno | a dedn ati tt ®

peculiare della catalisi tiamirdipendente$chema 22

R\ / R\ ® /
N N
Ho7/k}\Rl HO\C;)/(}\\Rl
Ry R2

Enamina - carbanione = aldeide attivata

Schema 22 Umpolung del carbonio carbonilico nel

dipendente

In modo piu dettagliato il meccanismo cataliticoglileenzimi ThDRdipendenti

i nizia con | a deprotonazione dell danell o t
attacconucleofilo da parte del carbonio in posizionC del | 6anel | o nei c
del gruppo car boniaichetoawidodSviene & tooimdre cosie o del
un i ntermedi o ata-chetoacido € grevistd una precedentd e | | 6
decarbossilazione) che rappresent a | 6equl
(Schema 23.
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)=
|
@?{w -
!
<

® R
R Z N ® R @R
1‘9\/ . N % RPN
S 2 /
«—\ﬁi\ — L / Je—— SA@KR
2 2
R, con tC02

Cta OH

Schema 23.For ma z i o nraedid ativato@a um aldeida) e da ura-

chetoacidoB).
Léattacco nucleofilo di guesto carbanione
porta alla formazione del nuovo legame carbaniar boni o nel | 6i nt er me
|l egato all a ThDP; ermsdibcstbisses un vriarramgiarheato | 61 n't

i ntramol ecol ar e c¢ he a-prossithetonead al rdascio dellana zi o n e

ThDP nella sua forma di ilid&sSChema 24.
\ @N/R R
/[ N D N g, 0°
R~ g \<@ )k - . / H/k
OH H™ TRy Ri™ s Rs
HO

® R © @ R OH
N R, O N e
/ & D& / )@ * ? Rs
Rl S (V R3 Rl IS
-0 o}
Schema 24.Formazione dellegameC del | 6i dr ossi chetone
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Anche per gli enzimi ThD#ipendenti, come per gli enzimi responsabili della

formazione di legami € descritti precedentemente, vi sono in letteratura diversi

esempi di applicazioni sintetiche anche s
della piruvato dearbossilasi (PDC) e della acetoidrossiacido sintasi (AHAS) che

vengono impiegata per la sintesi ®)f eni | aceti |l carbinolo (PA
farmaceuti ca, infatti, Cc GRRRAE r ditenuto p 0 i per
biocataliticamente in-}-efedrina e (+pseudoefedrina come descritto di seguito

(Schema 2% [23].

O OH
AHAS '

O
ot >_< + HY + CO,
(o) (e} o PDC
(@]

(R)-fenilacetilcarbinolo

(R)-PAC

Pt

H2N—CH3

1) Ac,O/HCI

-

Hlli[e]
T
Zlin-

HCH3 2) H,0
(1S, 2S)- efedrina (1 R, 2 S)- efedrina
(+)-pseudoefedrina (-)-efedrina
Schema 25Sintesi biocatalizzatadR|-P AC, precursore dell 6ef

Recentemente anche la benzaldeide liasi (BALPdaudomonas fluorescegs
stata utilizzéa per catalizzare una condensazione aciloinica di aldeidi aromatiche
con metossi e dimetossi acetaldeide allo scopo di ottenere una serielidis3¢3

aril propanoni che sono importanti sintoni per la sintesi di composti di interesse
farmaceutico comd citoxazone, un modulatore delle citochine infammatorie, e

le lignine epatoprotettrici, come la silibil&¢hema 2§ [24].
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O

OCHs J\/OCH3
o OCHj, H H o

o)
OCHs
Ar OCH;, -*-—m )j\ _— A OCHs
BAL Ar H BAL

OH OH

(e}

)I\ o

N O on

Lo = M, SO
- OH NEEN

Citoxazone 1,4-benzodiossani
¢¢ lignigne

NH, O

HaCO

Ar OH
OH

Schema 26 Condensazioni benzoiniche catalizzate da BAL per la sintesi di

precursori di compdasdi interesse farmaceutico

1.4 Formazione di legami GC: approccio organocatalitico (o

biomimetico)

Nel panorama di quelle che sono le possibili strategie per la sintesi asimmetrica di

composti organici attraverso la formazione di legami carboarbono, non é
possibile oggi trascurare | 6organocatalis
definizione un processo chimico che utilizza come catalizzatore una molecola
organica a basso peso molecolare non cost
alla base dello studio di questi nuovi catalizzatori, che si contrappongono a quelli

tradi zional!i a base di Pd e Ru (par. 1.1)
la biocatalisi ha raggiunto il successo anche a livello industriale, imponenendosi

c 0 me lativadcasestembile ai processi tradizionali di sintesi, il mondo della

chi mica, in rispost a, ha individuato | e f|
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sito catalitico di enzimi e cofattori e le ha sfruttate per diseghare nuovi
catalizzatori,  definit forganocatalizzatori o. I C a
nell 6organocatali si sono essenzial mente n
particolare aminoacidi come la prolina, che svolganoyivo, ruoli chiave come

prebiotici. In letteratura € descritta per lanpa volta nel 1971 una reazione

aldolica asimmetrica intramolecolare catalizzata dalla proli&], [ma solo
trentdanni dopo questo |l avoro  stato ri
reazione organocatalitica. | natabsuhmst o0 s ecc
dimostrato la sua versatilita per la sintesi asimmetrica per molteplici reazioni

chiave di sintesi di legami carbortarbonio e carbonieteroatomi (tra le quali

addizioni 1,3dipolari, addizioni di DielsAlder, condensazioni aldoliche, reazion

di Mannich e di Michael, epossidazior-alogenazioni ed amminazioni di

aldeidi).

Léorganocatalisi ~ la risposta moderna al
indiscusso rilievo per la sintesi organica, non € in grado di rispondere alle

esigenze attdiadi una chimica piu ecosostenibile. La chimica dei metalli non puo

ovviare agli elevati costi della preparazione dei catalizzatori, alla tossicita dei

metalli, che, sebbene in tracce, nella reazione contaminano il prodotto finale, alla

necessita spessoaperare in condizioni anidre ed anaerobiche ed alla necessita di

introdurre gruppi protettori per le funzionalita reattive del subst&gp [
L6organocatal i si testimonia | a grande i mp
dalla natura come primaria rite di ispirazione per la sintesi di molecole

complesse e offre la risposta a questa domanda pubblicata su Science nel 2002:

fiHow small can a highly active and stereoselective catalyshbd?vhat are the

minimal functional and structural featuresreqdirei n a ¢ hi27.a | catal yst
Nella struttura molecolare dell dorganocat
el ement i chiave del sito attivo dell 6enzi

suo cofattore e i substrati naturali vengono parzialmentelifitati come
Abuil ding blockso per i processi sinteti

i nter medi chiave dell a catali si enzi mat.i
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sintesi organocatalizzata di omologhi di carboidrati e vari derivati ripodiata
seguito Schema 27.

0

0 o Y O OH

S “ '

0 ~

. R

Jj\ prolina

@)

07/0 + H R = o
CHs HsC C

Hs

Schema 27 Addizione aldolica prolin@atalizzata del diossanone e varie

aldeidi G e G nella sintesi di carboidrati

In questo approccio laS[-prolina € un aminoacido che come tale presenta un
funzionalita acida ed una basica (cosi come avviene quasi sempre nel sito attivo di

un enzima di solito tra acido aspartico e una lisina) ed in questa reazione svolge il

ruol o biologico di undal dol asi (par. 3.1)
diossanoneA) e una serie di aldeidi-ramificate G e G (B) per ottenere dei
carboidrati C). Il diossanone, invece, € un equivalente chirale di sintesi del
diidrossiacetone (DHA)Higura 4), che nella sua forma monofosforilata (DHAP)
un substrato del | 6 &ha®l)as i nell a gl ucone
0 0
Hlﬁ@ Hlﬁ
OH OH — O>/O
HsC "//CHg
DHA Diossanone
Figura4d. Di ossanone: anal ogo del DHA nel | 6adrc
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Analogamente anche il fosfoenolpiruvato (PEP), intermedio della glicolisi con un
ruolo chiave nella sintesi degli aminoacidi aromate nella sintesi dei

lipopolisaccaridi di membrana dei batteri Gramgativi, € stato ripreso nella

reazione di sintesi catalizzata dalla pro

ulosonico Echema 28[28§].

O
)j\ )]\ OMe Prolina T
R Ho o+ |/ - R Me
OMe

OMe

T

Schama 28 Reazione aldolica prolireatalizzata del precursore

del |l 6aci do ul osoni co

La formazione dell a Aal deiuhmlungt tnievadtaa o
catalisi enzimatica tiamindipendente $chema 22, infine, e stata ripresa

dal | 6 or g armoellaahea laichksmica gegli-é&terocicli carbeni (NHC). |

carbeni che mimano il ruolo della tiamina sono per lo piu il tiazolo e sali di
triazolo.

La tiamina e il cofattore che nella sua forma di ilide costituisce il carbene
nucleofilo; la catalisipoe de con | a formazione del |l 6al

Breslow) e il successivo attacco nucleofilo del suo C carbonilico su una seconda
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mol ecol a di substrato; | 6i ntermedi o tetr
conseguente rilascio del prodotto finaedel cofattore nella forma di carbene
nucleofilo Schema 29[29].

Ry e

Ry
0 /

N/ N
OH
A D s
s s R
Schema 29 Catalisi degli Neterocicli carbeni

Negl i ul t i mi anni in | etter atetenocl nel | 6a
carbeni, sono statiybblicati molti lavori nei quali € descritta la condensazione
intra-molecolare di aldeidi e chetoni (condensazione benzoinica) e di addizioni
1,4intramolecolari (reazione di Stettepq.

Molto ristretta € invece la letteratura che descrive varianti-mtdecolari delle

reazioni precedenti, fatta eccezione per il recente lavoro di Engl@ran[cui

riportata la reazione tra aldeidi e trifluorometilchetoni catalizzata da un sale di

triazolo biciclico usato come pieatalizzatore.
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CAPITOLO 2

Bacillus stearothermophilus
oppure

Bacillus licheniformis?
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2.1 Bacillus stearothermophilus

Gli studi che costituiscono il background scientifico di questo progetto di ricerca
di dottorato e che ne avvalorano i risultati risalgono al 1990, idatai il mio
gruppo di ricerca, costituito per lo piu da chimici, decise di aprirsi alla biocatalisi,
intravedendo in maniera lungimirante la scommessa futura della sintesi organica.

Grazie ad una collaborazione con il Dipartimento di Protezione e Yadaibne

Agroal i mentare (DPVA) del |l 6Universit”™ deg
mio gruppo si trovarono a disporre di un vasto numero di microorganismi da poter

utilizzare i n ambito bi otrasformativo ne
Ferrara Per capire |l 6originalit?” dei dat i S

ricordare che in quegli anni le principali applicazioni sintetiche di microorganismi

S I i mitavano per | o pi % all é6i mpiego del
fermentazioni e bio&rsformazioni per la risoluzione cinetica di composti racemici.

Nei nostri laboratori si inizid dapprima lo screening dei microorganismi della

vasta collezione ricevuta da Bologna per la risoluzione cinetica di alcoli

secondari. Come appare evidente dampriavoro del 199331], il batterio che

dette i migliori risultati nella risoluzione di miscele di alcoli arilici ed eteroarilici

su scala analitica e preparativa flBacillus stearothermophilu&Schema 1}, cosi

come allora era identificato nella colieaze.

Ar R B. stearothermophilus Ar_ R Ar. R
Y S

OH o OH

(R/S)-1 2 (R/S)-1

Schema 1 Ossidazione enantioselettiva di alcoli secondari

conB. stearothermophilus
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Bacillus stearothermophilusontinud ad essere utilizzato negli anni successivi
anche per la risoluzione cinetica via ossidaeidi alcoli biciclici B2] (Schema

2), importanti intermedi per la sintesi di composti di interesse farmaceutico e di
prodotti naturali, analoghi delle prostacicline.

W , W

(rac)-1 (1S,5R)-2 (1R,5S,6R)-1
WOH - HOp, Qfo HOy,,
H H HQH —_— H H + H H
PR @) %
(rac)-3 (1S,55)-4 (1R,2R,5S)-3

Schema 2 Risoluzione cinetica di alcoli bicicliciia ossidazione

con B. stearothermophilus

Un lavoro innovativo sul panorama scientifico di quegli anni e che merita di
essere ricordato risale al 1995 e descriv
biotrasformazioni condotte in eptar®chema 3 [33]. Fino ad allora, infatti, solo

il lievito di birra e un microorganismo affine ai lieviti, @eotrichum candidum

erano stati impiegati per scopi biocatalitici in solventi organici.

H H
,',\' (CHy) B. stearothermophilus /:'\'—(CHz)n
% ,P i - /l \
A) A%Y
* ‘, eptano -
v, 1,3 n=1,2-ene
H OH H (0]
2,4 n=2,7-ene
1.2 3-4

Schema 30ssidazioni catalizzate da stearothermophilusy eptano
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Dati questi risultati si inizid lo studio biochimico dei principali processi

metabolici di B. stearothermophiluse si arrivo alla purificazione e
caratterizzazione della deidrogenasi responsabile delle ossidazioni descritte
precedentemente. La deidrogenasi in questione si riveldo essere una
diacetil(acetoino) reduttasi NADHipendente che fu parzialmente purificata, in

coll aborazione <con il gruppo di bi ochi mi
Ferrara B4] (Schema 3.

0 o)

NADH  NAD* 8”
5 : :
OH NADH  NAD* OH
diacetile (3S)-acetoino (2S-3S)-butandiolo
@) NADH  NAD* OH
OH NADH NAD* OH
(3R)-acetoino meso-butandiolo

Schema 4 Reazioni catalizzate da diacetile(acetoino) reduttasi

daB. stearothermophilus.

Successivamente questo enzima fu impiegato in reazioni di riduziorze di

di chetoni commercial i . L 0 a sgpestd enaimama ggi or I
che fu chiamat®. stearothermophiludiacetil reduttasi (BSDR), consiste proprio

nel fatto che il diacetile, substrato naturale, presenta due gruppi carbonilici

vicinali. Applicazione naturale fu la riduzione aidichetoni commerciali. BSR

si riveld non solo essere un nuovo ed efficiente biocatalizzatore in grado di
accettare come substrati undampia gamma d
anche dimostro di essere altamer8estereospecifica3p]. Si ottennero una serie

di (§9-1,2dioli enantiopuri, categoria di sintoni importanti per la sintesi
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organica, utilizzando un sistema monoenzimatico di riciclo del cofattore NADH
(Schema 5.

o OH
Jon s A
0 NADH  NAD' OH
4&./—
HOY, o) BSDR /OH
+
(-)-(1R,5S,6R)-1 (-)-(1S,5R)-2 (+)-1

Schema 5 Riduzioni enantioselettive di-dichetoni con BSDR

Accant o al B. étearatharnsoghus di BSDR per scopi biocatalitici,
questo batterio e stato utilizzato in fermentazioni per la produzione di 2,3
butandiolo.B. stearothermophiludatterio Gram positivo ubiquitario, insienad

altri batteri Enterobacter aerogenes, B. Polimyxa, K. Oxytocae B. lichenifprmis
[36] & noto produrre per via fermentativa interessanti quantita dadghdiolo,
metabolita importante dal punto di vista industriale insieme ad alcuni suoi derivati

(Figura 1).
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OH
)ﬁ/ i
)J\/ 2.3-Butandiolo o

M etil etil chetone Diacetile (DAC)

(Additivo per (Additivo
carburanti) alimentare)
OH
/\/
1,3-Butadiene
(Monomero della

OH

2R,3R-Butandiolo
(Prodotto
anticonagelante)

Figura 1. Applicazioni industriali del 2;®utandiolo e i suoi derivati

Nei nostri laboratori sono state studiate fermentazioni a padireaccarosio, per

poi passare ad uno screening riguardante altre tipoltigneonc e disaccaridi

utilizzabili in questo processo come fonti di carbonio, per lo piu saccaridi comuni,

facendo particolare attenzione a quelli maggiormente presenti in matrici naturali

compl esse e in sottoprodotioniagrec@eBillv ant i dal
| risultati ottenuti in campo fermentativo hanno spinto la ricerca verso uno studio
strettamente biochimico del batterio, riguardante la via metabolica responsabile

della produzione di 2;Butandiolo e del suo precursore acetoino (AC).

| primi lavori scientifici riguardanti il metabolismo batterico per la produzione di

23but andi ol o sono stati pubblicat.i nel 19!
luce che alcuni ceppi batterici del gen@werobactere Bacilluserano in grado di

produre questo metabolita come principale prodotto di fermentazione a partire

dal piruvato, derivato dal catabolismo dei carboidrati. Inoltre, alcuni di questi
microorganismi, che principalmente si trovano nel suolo, avevano dimostrato di

possedere, accanto allvia catabolica classica, anche una via anaerobica

alternativa che ha come intermedio chiave per la produzione déu®Bdiolo

| 6acetil metil c3rbimotla® d@amceitloi nomne [ di Aci
(Schema §.
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La via catabolica ha come pondi partenza la condensazione di due molecole di
piruvato provenienti dalla glicolisi, catze
f o r maaraeetoldttdio. Tale prodotto viene successivamente convertito in

acetoino (AC) con eliminazione di G(per opera di un secondo enzima,

| 6acetol attato decarbossilasi. Lédacetoin
intraprendere due strade metaboliche che poréhmoitandiolo. La prima, quella

indicata col nome di via catabolica, porta direttamente al diolo attraverso una

riduzione (spesso reversibile) catalizzata da una o piu acetoino reduttasi. Questo

percorso € quello proposto in letteratura per i batBacillus polimixa e

Klebsiella pneumoniae

L a seconda Vi a, nomi nat ai zficai cdal [doeols s b d :
del |l acetoino a diacetil e ( DAC) . I di ac
reazione di condensazione con una molecola di acetaldeide attouatato

passaggi o, catalizzato dall éenzima acetil
del | 6acetilacetoino (AAC). Tale prodotto ¢
acetilacetoino reduttasi NADHipendente ad acetilbutandiolo (ABD), che di

seguitovi ene <convertito dall 6enzbumaolmmacet il but

liberando una molecola di acetato.
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Dai dati otten u t i nel processo fermentativo stz
acetilacetoino sintasi (AAS) Schema 6§, che catalizza una reazione di

formazione di legami &€, importante e stimolante da un punto di vista

biocatalitico e sintetico, come piu volte sbiheato nella trattazione introduttiva

ed in questo ambito si inserisce la mia tesi di dottorato. Noto in letteratura € che

questo enzima € inducibile in presenza di acetoino (AC) e viene descritto e

purificato per la prima volta in un lavoro di Ui e iasiollaboratori nel 1998 iB.

cereusYUF-4 [39].

Lo stesso gruppo di ricerca nel 2002 ha indicato proprio AAS come il marker per
determinare | a presenza delBadllosicerdug del but
B. subtilis e Micrococcus urea[36]. Da questi studi acetilacetoino sintasi e

risultato essere ovaaspresso in presenza di acetoino nel terreno ed inibito dalla
presenza di glucosi o. LO6i pot esii pi % accr
costituisca il processo metabolico che permette ai hatiezondizioni di crescita

stringenti e in assenza o carenza di carboidrati come fonte di carbonio primaria, di

rigenerare facilmente i cofattori NADH e NADPH. Tuttavia ancora molto resta

ancora da chiarire; in particolare non € ancora stato delineathiaro profilo

genetico associato al possesso di questa via metabolica.

Nel gruppo di ricerca con cui ho collaborato, dai risultati ottenuti dalla
fermentazione coB. stearothermophilys s i ~ iniziato a studi al
di poterlo sfruttare per spi biocatalitici nella formazione di legamiC e questo

~ |l 6argomento di guesta tesi di dottor af
successiviCrescendo le cellule d@. stearothermophilusu un terreno arricchito

con acetoino e seguendo un protocoli@ descritto per altri batterBp], € stato

i nfatti possibile indurre | 6espressione d
di mostrare | a presenza del Aiciclo del b u
concentrato sulle applicazioni di AAS per la sintesimanetrica partendo da

dichetoni commerciali forniti come substrato al posto di quello naturale, il

diacetile fqQ].
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2.2 Bacillus stearothermophilu®ppure Bacillus licheniformis?

Date le prospettive di ricerca su AAS e la necessita di intraprenderedstudi
biologia molecolare nel tentativo di clonare ed esprimere questa proteina, & stato
necessario inviare il microorganismo alla DSMZ per essere identificato con una
sigla internazionale e per poter poi confrontare le informazioni presenti nei
databasesapomici.

Il batterio che per molti anni é stato identificato cdnestearotermophiluge stato

reidentificato comeB. Licheniformisal | 6i ni z i ®er dnedrrore2d) 1 1
etichettatura della collezione dell 6Uni ve
pertan t i anni  stato cdBadllusso con unodaltra s

Come ¢ facile da supporre per chiunque si occupi di microbiologia questo errore
non avrebbe avuto modo di essere scoperto se non attraverso dei test specifici
biochimici in quanto non vi sono mateadifferenze di crescita e di metaboliti
prodotti tra i due microorganismi. La reidentificazione, costringendo al riesame
dei dati pubblicati e di quelli sperimentali piu recenti, ha addirittura permesso di
confermare i risultati precedentemente ottermain piacevole soddisfazione da

parte dei ricercatori.

2.3 Bacillus licheniformis

Il B. licheniformis &€ un batterio Grarpositivo sporigeno ubiquitario, non
patogeno per animali e piante che presenta molte analogie Bon
stearothermophilusLa sua tempetara ottimale di crescita & intorno ai-46 °C

ma é in grado di sopportare anche temperature piu alte, mentre a 37°C questo
batterio € in grado di secernere la maggior quantita di enzimi. Il piumaggio di
collo e coda di u c c e h,laidifferehza di guelt Idegli d i
uccelli di passo migratori, € un veicolo fr Licheniformische normalmente lo
ricopre. Alcuni studi ritengono anche che alcuni metaboliti escreti dal batterio,
probabilmente durante processi fermentativi, siano coinuelta modificazione

del colore delle piume di questi uccelli.

B. licheniformisoccupa una posizione di grande rilievo a livello industriale grazie

agli esoenzimi che esso produce (fino a&280g/L). Tra questienzimi in
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particolare le serhiproteasi alcafie (subtilisinehanno trovato un rapido successo

come additivi nella produzione di detergenti di uso domes#igh ¢on un output

annuo di 500 tonnellate di enzima puro. Dai processi fermentativi di questo
batterio si ri cavamoadaso topice nomdnilromedi e | 6 ant
bacitracina42].

B. licheniformisappartiene al gruppo Il del geneBacillus il cui organismo

modello & ilIB. subtilis A questo gruppo appartengono anche altri batteri di cui &

stata determinata la sequenza genantompleta:B. anthracis B. cereus B.

thuringiensised alcune specie @. haloduransAc cantBo d itheni for mi s
che € il nome scientifico, questo microorganismo € apparso in passato in

| etteratura c onClogtedium licleeniform&(Weigmane 1898 i
"Denitrobacillus licheniformis (Weigmann 1898 Verhoeven 1952)Bacillus
licheniformis(Weigmann 1898 Chester 1901)Bacillus sp.W10.6,Bacillus sp

WE D 1 0 . @aqstridiuiin licheniformé eDenifiiobacillus licheniformis .

Attualmente e ni@a solo la sequenza genomica di un tipoBdilicheniformis

identificato comeB. licheniformisDSM 13/ ATCC 14580, ed a questo si fara

riferimento nella trattazione a seguire.

Facendo undanal i si c 0 mp a BdithanifodmsDIMa s e qu e n :
13 con quelle degli altriBacilli del gruppo I1l, € possibile notare come
licheniformispresenti caratteristiche che lo avvicinano maggiormersigbélis e

halodurans.Il genoma diB. licheniformisDSM 13 é costituito da un unico

cromosoma circolare di 22,748 paia di basi ed e privo di plasmigiigura 2).
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In blu e arancio é riportata la sequenza codificante nei 2 orientamenti . In verde sono riportate le
ORFs omologhe a quelle Bi subtilis In rosso i geni con un codon usage particolaréBper

licheniformis La variazione di G+C ¢ indicata come grafico nero.

Figura 2. Mappa circolare del cromosomagli licheniformisDSM 13

Il genoma diB. licheniformise caratterizzato da 902 geni che risultano unici di

guesto ceppo rispetto agli altri microrgemi di questo gruppo, come si evince

dal | 6anal {(sen rehding fraene) ORIiIFgeni costituiscono un serbatoio

di nuovi potenziali biocatalizzatori da studiare di cui ancora non si conosce la

funzione. Il sequenziamento del DSM 13 ha confermpéo, analisi comparata

con gl al tri mi croorgani s mi gi ” sequenzi
Bacillus che il Acoreo genomico altamente <co
racchiude i geni che codificano per la regolazione ed il catabolismo degli
aminoacidi, per gli enzimi che intervengono nella glicolisi, nella via del pentosio

fosfato, nel ciclo degli acidi tricarbossilici e nella fermentazione- 2,3

butenglicolica (del 2, dutandiolo). Nella tabella seguente sono ripotati i geni noti
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che codificamo per esoenzimi d. licheniformise che fanno di questo batterio un

microorganismo di notevole interesse per
biotecnologicheTabella 1) [43].

Tabella 1 Selezione di esoenzimi identificati

corrispondeti geni ortologhi inB. subtilis

applicazioni

inB.

industriali

licheniformis e i

Gene ID Function Gene designation
in B. subtilis

BLi00656 a-Amylase precursor (EC 3.2.1.1)

BLi03543 a-Glucosidase

BLi02117 a-Glucosidase (EC 3.2.1.20)

BLi03021 a-L-Arabinofuranosidase abfA

BLi01295 Arabinan endo-1,5-L-arabinase abnA

BLi04220 Arabinan endo-1,5-g-L-arabinosidase yxiA

BLi04276 Arabinogalactane endo-1,4-0-galactosidase wfo

BLi00447 B-Galactosidase lacA

BLi04214 B-Glucosidase bglH

BLi01882 Cellulase (EC 3.2.1.4)

BLi01881 Cellulose 1.4-p-cellobiosidase

BLi00338 Chitinase (EC 3.2.1.14)

BLi00339 Chitinase (EC 3.2.1.14)

BLi02088 Endo-1.4-B-glucanase bglC

BLi01883 Endo-1,4-B-mannosidase

BLi00655 Endo-1.4-p-xylanase yjed

BLi101880 Endo-1.4-glucanase (EC 3.2.1.4)

BLi00545 Esterase/lipase

BLi00340 Glutamic acid-specific protease mpr

BLi02827 Levanase sacC

BLi03707 Levanase yveB

BLi03706 Levansucrase sacB

BLi103370 Lipase/esterase

BLi02821 Lipase/esterase

BLi00658 Maltogenic a-amylase (EC 3.2.1.1)

BLi04019 Minor extracellular serine protease vpr

BLi0O1123 Minor extracellular serine protease epr

BLi01404 Pectate lyase pel

BLi03053 Pectate lyase pelB

BLi03741 Pectate lyase yvpA

BLi04129 Pectate lyase

BLi03498 Pectin methylesterase

BLi04177 Peptidase T pepT’

BLi01399 Polysugar-degrading enzyme ykfC

BLi02863 Protease yrrN

BLi02862 Protease o

BLi01109 Subtilisin Carlsberg precursor (EC 3.4.21.62)

BLi101909 Zinc protease (EC 3.4.99.-)
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Una delle caratteristiche che discostaillicheniformisdal suo capostipiteB(

subtilis)

riguarda

a

capacit?’

di

met abol

butandiolo #3]. Come molti altri enterobatteri aventi corhabitat il suolo e le

acque Enterobacter aerogenes i generiErwinia e Serratig patogeni delle

piante), molti batteri del generBacillus, in assenza delle fonti energetiche

primarie (glucosio) e/o in mancanza del giusto apporto di ossigeno, possono

compiere, tra le altre, la fermentazione -Bi&ilenglicolica. Il prodotto principale

e il 2,3butilenglicole (2,3butandiolo) che si forma dalla condensazione di due

molecole di piruvato, con la liberazione di due molecole di (80hema 7.

/é; NADH

lattato

NADH
acetaldeide «<———— acetilCoA

T o
CHg_C_ﬂ;_CH:}

OH

P

OH

glucosio

NADH § ™ 2ATP
piruvato
BN

- ™ [formiato

a-acetolattato

CO9

acetoino

(““ NADH

2,3 butilenglicole

o butandiolo

[\ ~2 NADH

Schema 7 Fermentazione 2;Butilenglicolica neglEnterobatteried inB.

licheniformis

5C
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Nel corso della fermentazione si producono anche gli acidi tipici della
fermentazione acidmista, accanto a notevoli quantita di etanolo per il
mant eni ment o dedidutteee qui I i bri o ossi d

Accanto a questa via che potremmo definir

alternativa, dett a ficiclo del but andi ol o
butandi ol o; entrambe | e vie metaboliche c¢
chiave.la presenza del Aiciclo del butandi ol oc¢

letteratura ma i complessi meccanismi che la regolano e gli enzimi che ne

prendono parte non sono stati ancora del tutto chiariti. Cio che si apprende dalla

letteratura scientifica € che, differenza della via classica del catabolismo del

piruvat o, descritta precedentement e, i i

numero piu ristretto di batteri, tra cui compaiono alcuni tipiKdibsiella,

Micrococcus urea, B. cereesB. lichenformis[39].

Considerando ora nello specifi& licheniformis e importante sottolineare come

lo studio a livello della sequenza genomica di questo battd@p dia stato

fondamentale per identificare le regioni codificanti i geni per la regolazione del

met abolismo dell 6acetoino. SiacoAB€let t a f ond

acuABC,presenti anche nel genoma Bli subtilis La trascrizione de

acoABCL € indotta dalla presenza di acetoino e repressa dalla presenza del

glucosio, proprio come aade inB. subtilis Esperimenti di knockut genico, con

|l a produzione di mutant.i che presentano

acuABC mostrano come i geni codificati in questa regione svolgano un ruolo

determinante nella regolazione del metaboismdel | acet oi no ma n

direttamente coinvolti nella sua degradazione abRfandiolo. A differenza dB.

subtilis B. licheniformise in grado di sfruttare acetoino come fonte di carbonio

quando questo metabolita € addizionato al brodo di coltyrasto del glucosio o

del saccarosio. Osservando la natura dei metaboliti prodotti durante la fase

stazionaria di ceppi mutanti &. licheniformisi n r egi oniacodRd,l 6 oper on
possibile dimostrare c¢ome abutindiolou ment ar e

la quantita di acetoino rimanga costante nel tempo. Cio sta a significare che deve

esistere una via alternativa di Begradazi
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subtilis guestoéultimo infatti ~ noto possede

deidrogenasi che interconvertono h@tandiolo in acetoino e viceverséd]. |

geni che appartengono agli operacoABCLe acuABCdi B. licheniformisnon

sono pero ancora stati ulteriormente descritti, ma € probabile che proprio
nel | 6 capoABCasntevino le sequenze codificanti per gli enzimi coinvolti
nel nciclo del butandi ol o0.

Recenti esempi in letteratura vedono proprio messe in evidenza la cap&ita di
licheniformisdi produrre interessanti quantita di h@tandiolo, metabolita che,
insieme aisuoi derivati, da tempo viene prodotto in diversi settori industriali per

le sue molteplici applicazioni di mercatq].
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CAPITOLO 3

ACETILACETOINO SINTASI:

SINTESI DI ALCOLI TERZIARI
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Il lavoro di ricerca che € desito in questo capitolo rappresenta il punto iniziale e
fondamentale su cui si € incentrato tutto il lavoro svolto durante questi tre anni di
dottorato di ricerca ed ha come nucleo ce
(AAS) da B. stearothermophiluper scopi sintetici. Qui viene descritto per la

prima volta [ 6utilizzo di A A&idrosstane bi oc at
alchil-b-dichetoni attraverso la formazione di legami carbaradonio, in

reazioni di tipo aciloinico. Questo lavoro rapgpeata la prima applicazione
sintetica di AAS e costituisce una novit?’
alla sintesi asimmetrica. Nella pubblicazione che ne e derivata, apparsa sul

Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatiel 2010 #0], il microrganismo

utilizzato ha ancora il nome dacillus stearothermophilusin seguito, come
precedentemente riportato (Cap. 2, par ag
caratterizzaziond3. stearothermophilug risultato esser8. licheniformis Alla

nuova identifia zi one ha fatto seguito una | ettera
Da questo momento in poi si parlera semprB.dicheniformis

In questo lavoro, poiché la formazione stereoselettiva di carboni quaternari e il

controllo della configurazione dei centr d i asimmetria alldinte
dalla struttura complesse sono importanti obiettivi sintetici, vengono sintetizzati

alcoli terziari attraverso reazioni di formazione di legarC @er via enzimatica.

AAS da B. licheniformiscatalizza la prima reazone de |l nciclo del b
(Cap. 2, par. 2.3) che consiste nella condensazione di 2 molecole di dihaetile

con la formazione di una molecola di acetilacetof@e il rilascio di acido

acetico(Schema ).

(0] o (0]

AAS
2 )H‘/ 7 o )J>el\
o) H,O CH5;COO OH
TPP
la 2a

Schemal. Sintesi di acetilacetoino
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AAS e un enzima tiamina difosfato (ThD#E)i pendent e uephleng sf rutt a
del | 6al dei de (donatore) durante il proces:
legame GC s i f or ma I n mo d o Ster eanmsnel etti vo
carbonilico legato alla tiamina su una seconda molecola di aldeide (accettore)

(Schema 2.

\ R R
o) \ \

N “H*Y N N

¥ ¥
)I\ f\ — ) /Q& HO \S
+ . | T———
Ry H H™ g R _7 < R, € & =N R
R R1

donatore

)I\ - ThDP
R2 H

-amino-2-metil-5-pirimidil accettore

R =4
R' = b-idroetildifosfato

(0]

* R,
Ry

OH

Schema 2 Meccanismo catalitico di AAS da. licheniformisn e | ificiclo del

butandi ol 00

Vista questa interessante readpAAS € stata utilizzata nella sintesiadidrosst
1,3-dichetoni a partire da una serieaddichetoni commerciali.

Le cellule diB. licheniformis cresciute su un terreno arricchito con acetoino,

secondo un protocoll o gi° descgBg,tto per
trascorso il tempo otha |l e , sono state I|isate e | O6est
| 6enzima  stato direttamente wut-ilizzato
coupl i ngod, audichetoni ecomraencilba-e. gtraverso una semplice

purificazione cromatografica é statossile ottenere una gammaatidrossta-

alchil-b-dichetoni chirali2a-e e prochirali3c-d che sono riportati nell@abella 1

55



Tutti gli a-idrosst1,3-dichetoni riportati sono alcoli terziari polifunzionali che
costituiscono i mp o retla sirtesi asimmaetiich id quargo b |
presentano diverse funzionalita elaborabili in maniera indipendente.

Tabella 1 Sintesi AAScatalizzata da-idrossil,3-dichetoni2 e 3

g AAS/ThDP Q Q H H
Ry, —— = .
Ry pH 6.4 R, R, Ry R,
o HO" Ry HO" R,
la-¢ 2a-¢ Je-d
1,2-dichetone 1 a-idrossi-1,3-dichetone2 | a 4drossi-1,3-dichetone 3
(resa %) (resa %)

s} s}

HO
2a(57)

[+] [+]
%

2b (60)

)DI\“/
0
la
\JY\
0
1b
o [a] 0
)Il(\ % .
1c
j\[r\/
0
1d
0
)H(Ph
0
le

2¢ (30, ee 709%6)

0 o]
)ch><”\/\ .

2d (42, ee 67 %)

3d (19%

0 o0
)l><u\|=h
HO

2e(45, ee 76%)

#Le rese sono state calcolate sulla base dei prodotti ottenuti in miscela

| dichetoni simmetrici 2,utandione la e 3,4esandione 1b producono
acetilacetoino2a ed a-idrossi3,5-eptandione2b in resa del 57% e 60%,
rispettivamente.

Questo risultato permette di affermare che AAS é in grado di trasferire sia il

carbanione acetilico che quello propionilico. Nel caso delle reazioni sui dichetoni
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nonsimmetrici 1c-e si atengono solo iprodotti 2c-e e 3c-d derivanti dal

trasferimento del carbanione acetilico.

La r eazhonwoo e u gl i fmeotadidrielcf@rnisBe una miscela dei due
regioisomeri2ce3c( resa 55% dell a miscela) che deri
carbanione rispettivamente a} € al G di 1c. Un risultato analogo si ottiene con
2,3-esandioneld che porta alla miscela dei regioisom2d and 3d (resa della

mi scel a 61%), probabil mente a causa del
propionilica. In entrenbi i casi2c e 2d sono stati separati per cromatografia flash

e gli eccessi enantiomerici (67 e 70%, rispettivamente) determinati mediante GC

MS su colonna chirale.

Questo comportamento € stato confermato dalla reazione -fdnildl,2-

propandionele che p oduce sol tant2e (43%) e Fa8), chiral
probabilmente a causa da una parte della bassa elettrofilicita del carbonile
benzilico e, dal | 6al tor aDoallet i @i pgoméer b6sh
acetilacetoino sintasi di trasferire il carbone benzoilico € dimostrato dal fatto

che la reazione con @i f eni |l etandi one neaemughi pgddot
(Schema 3.

AAS/ThDF

—»'i‘«_>
pHEA,

Schema 3Reazione di AAS con 1-8ifeniletandione

Data la versatilita di AAS come biocatalizzatore, si € pensato di spetame le
potenzialit?’ sintetich-eouapnicihnregoi nuti ¢ @azizam
donatore di ver so dal |l daccettore. La reaz
dichetonelb in eccesso e il dichetoriein difetto, cosi che il primo fungesse da

Adomatodel | 6al dei de eSchemalkecondo da faccel
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pH 6.5

riﬁ )kr( &

1b le 4 (50%, ee 85%) 2b (18%)

(0] (6]

E N \)j\
Ph
HO

5

Schema 4 Reazione di crossoupling catalizzata da AAS

I n queste condizioni i pr oe&mtutpd4i mgionci pe
(62%, ee 85%), rispetto alrpp d ot t o -cda u pfi 2ba(k§%). Questo
suggerisce una preferenza di AAS per | 6ac

ad altri carbanioni alcanoicRapporti variabili di questi due prodotti si ottengono
variando le quantita iniziali di donatored eaccettore Kigura 1), mentre |l

prodot t ec oduip IFihonrgjookiene in nessun caso.

70 -
60 -
50 -
ST
=
S
- 30 -
20 -
0 T T T T T
0.66
molar ratio 1a : 1b

Figural.Di stri buzi one eceoiu pp rilaeddot tdii d i Acr o
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Questo risultato  una conferma dell 6alte
rispetb al propionile e quindi chiude la possibilita di utilizzare potenziali acetil

donatori come accettori per altre catene aciliche.

Il lavoro di ricerca illustrato € il primo esempio di applicazione per scopi sintetici

di AAS da B. licheniformis Questo enmna € risultato essere un versatile

catalizzatore per la sintesi dtidrossta-alchil-b-dichetoni, accenttando substrati

di ver si dal naturale e rivelandos-i uni co
dipendenti finora noti in letteratura per quanguarda due aspetti fondamentali:

i) i meccanismo catalitico e ii) la capacita di accett@ichetoni come donatori

di carbanioni acetilici. Come si pud osservare dal meccanismo di reazione relativo

alla condensazione di due molecole di-Bu8andione (ghcetile) 13, il substrato

naturale di AAS, il passaggio chiave che contraddistingue la catalisi di questo
enzima | 6idrolisi a cui  sottoposto il
ti amina, i n seguito,ddll |6@dzal@icdoaa tuiua | eo f i |
deriva il rilascio di idrossietitiamina difosfato e acido aceticghema 5.

Questo aspetto rende il meccanismo catalitico di AAS peculiare rispetto a quello

degli altri enzimi ThDRdipendenti (PDC, TK ecc.) (Cap. 1, par. 1.3.3) imicu

gruppi uscenti sono C® D-gliceraldeide3-fosfato p,21].

(e}

o N R R
N+_/§ -nt \Ni HZ0 Nri
)H( ’ &s p SR T - OI(S\ f ﬁ» X//45\ Ry
HO
o

1a CH3COOH

Schema 5 l drolisi dell 6intermedio | egato

meccanismo catalitico di AAS

59



Il secondo importante aspetto che rende nuova AAS Bogdieaccettare come

donatori degli 1,alichetoni simmetrici e non simmetrici in reazioni di heneo
crosscoupling. Esiste, infatti, -dipendenteet t er at u
YerE, descritta sempre nel 20148], che & in grado di sintetizzrlcoli terziari

chiraldi ma che si ser ve udpeolungp idreul vl abtaol dceo ndee
e di 1,2dichetoni solo come accettori finali nelle reazioni di coupling.

L a novit ", descritta i n guesto |l avor o,
biocatalzzatore versatile come nuovo strumento per reazioni di formazione di

legami GC. Questo ha permesso di sintetizzare nuavdrossta-alchil-b-

di chetoni chirali, che rappde498nt ano i nter
Alla conclusione di questo lavoro la caratterizzazione di tutti i nuovi alcoli terziari

e stata completa dal punto vista chimico ma €& rimasta da defiaire

configurazione assoluta dei centri chirali che verra risolta mediante
trasformazione dei prodotti ottenuti (Cap. 5).

Per la caratterizzazione dei prodotti, la descrizione della procedura sperimentale e

il dettaglio dei materiali e metodi utilizzativiee r i port at o A)éarticol o
gli spettri'H e*C NMR, GC ed MS dei nuow-idrossi1,3-dichetoni sintetizzati

e completamente caratterizzati (allegB)o Come allegat& e riportato il Report

DSMZ ricevuto nel 2 OR. licheniformis| 6i dent i fi cazi c

6C
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The synthesis of a-hydroxy-1,3-diketones 2 and 3 from the corresponding 1,2-diketones with Bacillus
stearothermophilus ATCC2027 acetylacetoin synthase (AAS) was described. The enzyme catalyzed the
condensation of the dialkyl- or alkyl-aryl-1,2-diketones 1 with the elimination of a carboxylic acid moiety.
The reactions were carried out using either one diketone both acting as donor and acceptor (homo-
coupling) or with two different reacting species (cross-coupling). The homo-coupling reactions of the
asymmetric dialkyl-1,2-diketones 1c-d afforded a mixture of the regioisomers 2 (30-42%, ee 67-70%)
and 3 (19-25%), while only the 1,3-diketones 2a (57%), 2b (60%), and 2e (45%, ee 76%) were obtained
using 2,3-butanedione 1a, 3,4-hexanedione 1b, and 1-phenyl-1,2-propanedione 1e, respectively. The
cross-coupling reactions of the diketones 1a and 1b, and 1b and 1e were carried out using various ratios
of the donor and the acceptor. In both cases the only cross-coupling product was 3-ethyl-3-hydroxy-2,4-
hexanedione 4 (62%, ee 91%).

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

C-C bond forming reaction is one of the main goals in syn-
thetic organic chemistry and represents the critical step of many
syntheses. In this field the enzymatic C-C bond forming reactions
are very attractive for the high chemo-, regio- and enantiose-
lectivity. Nature supplies versatile enzymes that catalyze these
reactions under mild conditions (i.e. lyase, transketolase, aldolase)
[1,2]. Biocatalytic approaches to carboligation are frequently based
on thiamine diphosphate-dependent (ThDP-dependent) enzymes.
Benzaldehyde lyase (BAL), benzoyl-formate decarboxylase (BFD),
and pyruvate decarboxylase (PDC) are successfully used for both
the asymmetric carboligation of two aromatic aldehydes and the
cross-carboligation of an aromatic and an aliphatic aldehyde to
afford enantiomerically pure a-hydroxy ketones [1,2]. Recently
PDC- and BAL-mediated benzoin-type condensation of aliphatic
aldehydes has been reported [3]. All these enzymes use ThDP as
cofactor to obtain the umpolung of an aldehyde (donor). The new
C-C bond is stereoselectively formed by the attack of this carbonyl
carbanion on a second aldehyde (acceptor) (Scheme 1).

An interesting ThDP-dependent enzyme is acetylacetoin syn-
thase (AAS) that seems to play a key role in the synthesis

* Corresponding author. Tel.: +39 0532 293776; fax: +39 0532 208561.
E-mail address: gvnppl@unife.it (P.P. Gi ini

1381-1177/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molcatb.2010.03.001

of 2,3-butanediol by fermentation with various bacteria [4-8].
The different isomeric forms of butanediol are produced by a
catabolic pathway starting from pyruvate and involving vari-
ous acetoin reductases [9] or by the “butanediol cycle” which
existence was reported in different bacteria [10]. In this cycle
[11] AAS catalyzes the condensation between two molecules
of 2,3-butanedione 1a (diacetyl) leading to the formation of 3-
hydroxy-3-methyl-2,4-pentanedione 2a (acetylacetoin) and acetic
acid [10] (Scheme 2). While with other ThDP-dependent enzymes
(i.e. PDC, TK) the leaving groups are carbon dioxide or bp-
glyceraldehyde-3-phosphate [1,2], with AAS the mechanism is
quite different. In this case, the intermediate, obtained by the
attack of the AAS-bound ThDP anion on the carbonyl group, under-
goes hydrolysis leading to hydroxyethyl-ThDP and acetic acid.
The carbanion intermediate attacks a second molecule of diacetyl
forming the new C-C bond, and finally, a shift of the alcolate
anion allows the release of acetylacetoin and ThDP in hylide
form.

Till today very few data have been reported on the purification
and characterization of this enzyme [12] and moreover it has never
been employed for synthetic purposes.

In the present work Bacillus stearothermophilus acetylacetoin
synthase has been used in the homo-coupling reactions of the 1,2-
diketones 1 to obtain the regioisomeric a-hydroxy-1,3-diketones
2 and 3 (Table 1) and in the cross-coupling reactions of the 1,2-
diketones 1a and 1b, and 1b and 1e, respectively.
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Scheme 1. ThDP-mediated C-C bond formation.
Table 1
AAS-catalyzed homo-coupling reactions of 1,2-diketones 1a-e.
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la-¢ 2a-¢ 3c-d
1,2-Diketone 1 a-Hydroxy-1,3-diketone 2 (yield %) «a-Hydroxy-1,3-diketone 3 (yield %)
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3The yields are calculated on the basis of the ratio obtained in the mixture.
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Scheme 2. AAS-catalyzed conversion of diacetyl to acetylacetoin.

2. Experimental
2.1. Analytical methods

GC analyses were performed on a Carlo Erba 6000, equipped
with a FID detector and a fused capillary column Megadex 5
(25 m x 0.25 mm) containing dimethyl-n-pentyl-f3-cyclodextrin on
0V 1701 (from Mega snc), helium as carrier gas (80 kPa). The mass
spectra were obtained using a Varian 4000 GC/MS/MS equipped
with chiral column Megadex 5, using the same conditions described
for GC analyses. NMR spectra were recorded on a Varian Gemini 300
spectrometer. Chemical shifts are given in parts per million from
Me,Si as internal standard. Optical rotations were measured on a
Perkin-Elmer Model 241 polarimeter.

2.2. Preparation of the cell free extract

B. stearothermophilus ATCC2027 was cultured in a medium
(200 mL in a 500 mL Erlenmeyer flask) containing meat extract
(10g/L), polypeptone (10g/L), NaCl (5g/L) and 3-hydroxy-2-
butanone (5g/L). After 48h growth at 110rpm the cells (2g,
wet weight) were harvested by centrifugation (6000 rpm, 10 min),
washed with 150mM NaCl solution (50mL) and suspended in
50mM phosphate buffer at pH 6.5 (50 mL). The suspension was
treated at high pressure (1380 bar) with a French press and then
centrifuged (15,000 rpm, 20min, 5°C). The supernatant (46 mL)
was used without further purification to catalyze the coupling reac-
tions.

2.3. General procedure for AAS-catalyzed homo-coupling
reaction of 1,2-diketones 1a-e

The cell free extract (46 mL) was added to a solution of diketones
1 (3 mmol), thiamine diphosphate (15mg, 35 pmol) and magne-
sium sulphate (10 mg, 83 pmol) in 50mM phosphate buffer at
pH 6.5 (50 mL). The reaction was gently shaken at 30°C for 14h
and then heated (80°C, 20 min). After removing the precipitate
by centrifugation (10,000 rpm, 20 min) the solution was extracted

with ethyl acetate (3 x 30 mL). The combined organic layers were
washed with saturated NaHCO3 (40 mL) and dried over anhydrous
sodium sulphate. The solvent was evaporated and the residue was
chromatographed onsilica gel (chloroform/n-hexane 8:2 as eluent)
to afford the products 2 and 3 (Table 1).

2.3.1. Homo-coupling reaction of 2,3-butanedione 1a
GLC analysis; temp 60-64°C (1°C/min) 64-200°C (2°C/min),
retention time (min): 1a, 3.0; 2a, 15.1.
3-Hydroxy-3-methyl-2,4-pentanedione 2a [15]: colourless oil;
0.11g, 57%; 'H NMR (300 mHz, CDCl3): § 1.60 (s, 3H, CH3), 2.30
(s, 6H, 2CH3CO0), 4.70 (s, 1H, OH).

2.3.2. Homo-coupling reaction of 3,4-hexanedione 1b

GLC analysis; temp 80-200°C (1.5°C/min), retention time
(min): 1b, 5.2; 2b, 22.5.

4-Ethyl-4-hydroxy-3,5-heptanedione 2b: colourless oil; 0.15g,
60%; 'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 0.82 (t, 3H, J=7.5 Hz, CH3), 1.04
(t, 6H, J=7.5Hz, 2CH3), 2.04 (q, 2H, J=7.5Hz, CH,), 2.51 (dq, 2H,
J=21Hz,J=7.5Hz,CH,),2.73 (dq, 2H,J =21 Hz,] = 7.5 Hz, CH,), 4.65
(brs, 1TH,OH); '3C NMR (300 MHz, CDCl3): § 7.3, 7.4, 29.8, 30.6,90.9,
210.2.

Anal calced for CoHy603: C, 62.77%, H, 9.36%; Found C, 62.90%, H,
9.39%.

2.3.3. Homo-coupling of 2,3-p dione 1c

GLC analysis; temp 80-200°C (1.5°C/min), retention time
(min): 1¢, 5.1; 3¢, 11.6; 2¢, 15.4 and 15.9.

3-Hydroxy-3-methyl-2,4-hexanedione 2¢ and 3-ethyl-3-hydroxy-
2,4-pentanedione 3c are obtained in 1.2:1 mixture (yield of the
mixture 55%). Pure sample of 2¢ was obtained by flash chromatog-
raphy on silica gel (n-hexane/AcOEt 10:1 as eluent).

3-Hydroxy-3-methyl-2,4-hexanedione 2c: colourless oil; 65 mg,
30%; [a]p20=+15 (c 0.5g/100mL, CHCl3); 'H NMR (300 MHz,
CDCl3): & 1.05 (t, 3H, J=7.5Hz, CH3), 1.55 (s, 3H, CH3), 2.27 (s,
3H, CH3CO), 2.51 (dq, 1H, J=21Hz, J=7.5Hz, CH,), 2.73 (dq, 1H,
J=21Hz, J=7.5Hz, CH,), 4.65 (br s, 1H, OH); '*C NMR (300 MHz,
CDCl3): §7.5,22.8, 24.5, 87.4, 207.4, 210.2; GC-MS: retention time
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(min) 15.4 and 15.9, ee 70%; MS (70eV, EI); m/z (%) 145 (<1%)
[M+H]*, 102 (27%) [(MH)-CH;CO|*, 88 (100%) [ MH)-C;HsCOJ*, 57
(25%), 43 (30%).

Anal caled for C7H203: C, 58.32%; H, 8.39%. Found C, 58.42%; H,
8.37%.

3-Ethyl-3-hydroxy-2,4-pentanedione 3c: colourless oil; 50 mg,
25%; TH NMR (300 MHz, CDCl5): § 1.85 (t, 3H, J=7.5 Hz, CH3), 2.05
(q. 2H,J=7.5Hz, CHy), 2.27 (s, 6H, 2 CH3CO); 4.7 (brs, 1H, OH).

2.34. Homo-coupling of 2,3-hexanedione 1d

GLC analysis; temp 80-200°C (1.5°C/min),
(min): 1d, 4.9; 3d, 15.9; 2d, 20.8 and 20.9.

3-Hydroxy-3-methyl-2 4-heptanedione  2d and 3-acetyl-3-
hydroxy-2-hexanone 3d are obtained in 2.2:1 mixture (yield of
mixture 61%). Pure samples of 2d and 3d were obtained by flash
chromatography on silica gel (n-hexane/AcOEt 10:1 as eluent).

3-Hydroxy-3-methyl-2 4-heptanedione 2d: colourless oil; 99 mg,
42%; [at]p2?=+3(c0.5g/100 mL, CHCl3); 'H NMR (300 MHz, CDCl3):
3091 (t, 3H, J=7.5Hz, CH3), 1.56 (s, 3H, CH3), 1.6 (m, 2H, CH»),
2.25 (s, 3H, CHaCO), 2.49 (dt, 1H, J=17.5Hz, [=7.5Hz, CH3), 2.68
(dt, 1H, J=17.5Hz, J=7.5Hz CHs,), 475 (br s, 1H, OH); 13C NMR
(300MHz, CDCl3): § 13.5, 16.8, 22.6, 24.6, 38.6, 87.6, 207.4, 209.5;
GC-MS: retention time (min) 20.8 and 20.9, ee 67%; MS (70 eV, El}:
mfz (%) 159 (<1%) [M+H]*, 116 (21%) [(MH)-CH3CO]*, 88 (100%)
[(MH)-C3H7COJ*, 71 (37%), 43 (46%).

Anal calcd for CgHy403: C, 60.74%; H, 8.92%. Found: C, 60.61%;
H, 8.89%.

3-Acetyl-3-hydroxy-2-hexanone 3d: colourless oil; 45 mg, 19%;
TH NMR (300 MHz; CDCl3): § 0.95 (t, 3H, J=7.5Hz, CH3); 1.22 (m,
2H, CHz); 1.93 (m, 2H, CH2); 2.24 (s, GH, 2 CH3C0), 4.65 (br s, 1H,
OH); 13C NMR (300 MHz, CDCl3): § 14.1, 16.6,25.3, 38.4, 91.1, 207.5.

Anal caled for CgHy403: C, 60.74%; H, 8.92%. Found: C, 60.69%;
H, 8.95%.

retention time

2.3.5. Homo-coupling reaction of 1-phenyl-1,2-propanedione 1e
GLC analysis; temp 100-200°C (5° C/min), retention time (min}:
1e,109; 2e, 16.6 and 16.7.
2-Hydroxy-2-methyl-1-phenyl-1,3-butanedione 2e: colourless
oil; 0.13g, 45%; ee 40%; [a]p?®=+13 (c 0.5g/100mL, CHCl3); 'H
NMR (300 MHz, CDCl3): & 1.7 (s, 3H, CH3), 2.2 (s, 3H, CH3C0), 5.0
(br s, 1H, OH), 7.4-8.2 (m, 5H, Ph); 13C NMR (300 MHz, CDCl3): &
23.4, 247, 85.8, 128.6, 129.8, 133.6, 133.9, 197.9, 206.5; GC-MS:
retention time (min) 16.6 and 16.7, ee 76%; MS (70 eV, EI): mz (%)
193 (2%) [M+H]", 150 (24%) [(MH)-CH3COJ*, 105 (100%), 77 (56%).
Anal calcd for Ci1Hy203: C, 68.74%; H, 6.29%. Found: C, 68.59%,

H,631%.
o} (o]
3 \)H(\ )’H(Ph
0 (o}

1b le e

AAS-ThDP

pH 6.5

o]
)]\n/ \)]\"/\ AAS-ThDP
PHG.S HO
1a 4 (62%, ee 91%)

Scheme 3. AAS-mediated cross-coupling reaction of diketones 1a and 1b.

2.4. AAS-catalyzed cross-coupling reaction of 1,2-diketones 1a
and 1b

The cell free extract (10mL) was added to a solution of
la (0.46g, 54mmol), 1b (0.2g, 1.8mmol), thiamine diphos-
phate (5mg, 12 pmol) and magnesium sulphate (3 mg, 25 pmol)
in 50mM phosphate buffer at pH 6.5 (10mL). The reaction
was gently shaken at 30°C for 48h and then worked up as
described for the homo-coupling reactions. GLC analysis; temp
80-200°C (1.5° C/min), retention time (min): 2a, 9.3; 4, 19.3
and 19.7; 2b, 22.5. After chromatography of the residue on
silica gel (n-hexane/AcOEt 10:1 as eluent) 3-ethyl-3-hydroxy-
2,4-hexanedione 4 (Scheme 3) was obtained as colourless oil:
0.176g (62%): [a]p20=+49.8 (c 1.6g/100mL, CH,Cly); 'H NMR
(300 mHz, CDCls): 8 0.8 (t, 3H, J=7.5Hz, CH3), 1.0 (t, 3H, /= 7.5Hz‘
CH3), 2.0 (q, 2H, J=7.5Hz, CHz), 2.3 (s, 3H, CH3CO), 2.5 (dq,
1H, J=20Hz, J=7.5Hz, CHy). 27 (dq. 1H, J=20Hz, [-7.5Hz,
CH3), 46 (br s, 1H, OH); 130 NMR (300 MHz, CDCl3): 6 7.3,
7.4, 25.0, 29.6, 30.9, 91.1, 207.4; 210.2. GC-MS: retention time
(min) 19.3 and 19.7, ee 91%; MS (70¢eV, El): m/z (%)=159 (1%)
[M+H]*, 116 (50%) [(MH)-CH3CO]*, 102 (100%) [(MH)-C3HsCOJ",
87 (90%).

Anal caled for CgH1403: C, 60.74%; H, 8.92%. Found: C, 60.70%;
H, 8.94%.

2.5. AAS-catalyzed cross-coupling reaction of 1,2-diketones 1b
and 1e

The cell free extract (10 mL) was added to a solution of 1b (0.5 g,
4.4mmol), 1e (0.22g, 1.5mmol), thiamine diphosphate (5mg,
12 pmel) and magnesium sulphate (3 mg, 25pmol) in 50mM
phosphate buffer at pH 6.5 (10mL). The reaction was gently
shaken at 30°C for 48 h and then worked up as described for the
homo-coupling reactions. After chromatography of the residue on
silica gel (n-hexane[AcOEt 10:1 as eluent) 3-ethyl-3-hydroxy-2.4-
hexanedione 4 (0.12 g, 50%, ee 85%) was obtained (Scheme 4).

Mot

4(50%, ee 85%) 2 (18%)
o o
Tl
Ph
HO
5

Scheme 4. AAS-mediated cross-coupling reaction of diketones 1b and 1e.
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3. Results and discussion

B. stearothermophilus AAS is an inducible enzyme and it can
be easily obtained from the cells cultivated on a 3-hydroxy-2-
butanone (acetoin) rich medium [11]. The cell free extract, obtained
after high-pressure extrusion of a bacterial cells suspension in
phosphate buffer at pH 6.5, was used without any purification to
directly catalyze the reactions. The homo-coupling reactions were
carried out by adding catalytic amount of ThDP and MgSQ4 to a
solution of the selected a-diketone in the cell free extract. After
simple work up and chromatography the 2-alkyl-2-hydroxy-1,3-
diketones 2 and 3 were obtained in 19-60% yield. The results are
reported in Table 1.

The symmetric 2,3-butanedione 1a and 3,4-hexanedione 1b
afforded 3-hydroxy-3-methyl-2,4-pentanedione (acetylacetoin) 2a
and 4-ethyl-4-hydroxy-3,5-heptanedione 2b in 57% and 60% yield,
respectively. On the basis of this result it is possible to assert that
AAS is able to transfer both the acetyl and propionyl carbanion.

On the contrary the reactions of the non-symmetric diketones
1c-e gave only the products 2c-e and 3¢ and 3d derived from
the acetyl anion transfer. This suggested a higher migratory apti-
tude of this group with respect to propionyl or other alcanoyl
moieties. In particular the homo-coupling of 2,3-pentanedione 1c
gave a 1.2:1 mixture of the regioisomers 2c¢ and 3c (yield of the
mixture 55%) arising from the attack of the acetyl carbanion at
C-2 and C-3 of 1c, respectively. Flash chromatography of the mix-
ture afforded the chiral 3-hydroxy-3-methyl-2,4-hexanedione 2¢
with 70% enantiomeric excess, determined by GC-MS on chiral
column.

Similar results were obtained by the homo-coupling reaction
of 2,3-hexanedione 1d that gave a 2.2:1 ratio mixture of regioiso-
meric 2d and 3d (yield of mixture 61%) probably because of the
steric hindrance of the propyl moiety. Also in this case the chiral
3-hydroxy-3-methyl-2,4-heptanedione 2d was separated from 3d
by flash chromatography and the enantiomeric excess (67%) was
determined by GC-MS on chiral column. This behaviour was con-
firmed by the reaction with 1-phenyl-1,2-propanedione 1e that
produced only the chiral 2e (45%, ee 76%). The sole formation of
this product was probably favoured by the low electrophilicity
of the benzylic carbonyl in addition to the less hindrance of Cy-
position. Furthermore, the inability of AAS to transfer the benzoyl
carbanion was demonstrated by the reaction with 1,2-diphenyl-
1,2-ethanedione that did not give any homo-coupling product.

On the basis of these results the synthetic potential of B.
stearothermophilus AAS was investigated using a donor different
from the acceptor (cross-coupling reaction). The reaction of dike-
tones 1a and 1b in different ratios produced the cross-coupling
product 3-ethyl-3-hydroxy-2,4-hexanedione 4 together with the
previously observed homo-coupling product 2b (Fig. 1). With an
excess of 1b the homo-coupling product 2b prevailed over 4. The
best conversion of 1b to the chiral 4 (62%, ee 91%) was obtained
using a 3:1 ratio of 1a and 1b (Scheme 3).

On the contrary, the cross-coupling between diketones 1b and
1e, using an excess of 1b (3 equiv.) in an attempt to transfer a
propionyl carbanion from 1b to 1e did not afford the “expected
cross-coupling product 5" but 3-ethyl-3-hydroxy-2,4-hexanedione
4 (50%, ee 91%) as main product and 4-ethyl-4-hydroxy-3,5-
heptanedione 2b (18%) as minor product (Scheme 4). This result
confirmed the higher migratory aptitude of acetyl vs propionyl
anion and prevented the possibility to use potential acetyl donors
as acceptor for other acyl anion moieties.

On the other hand, attempts to employ ketones, acetaldehyde
and benzaldehyde as substrates either for homo- or cross-coupling
reactions did not afford any significant results, The absolute con-
figuration of the new compounds 2c, 2d, 2e and 4 is under
investigation.

70

60
50
40
El
20
0.2 0.33

yield %

o
0.66 1.5 3

melar ratio 1a : 1b

Fig. 1. Product distribution of the cross-coupling reaction of 1a and 1b: (W) com-
pound 4; () compound 2b.

4. Conclusions

To our knowledge this is the first synthetic application of a
ThDP-depending enzyme that, using a ketone as acceptor of the
ThDP-activated acyl carbanion, allows the formation of tertiary
substituted alcohols. B. stearothermophilus AAS catalyzes the homo-
coupling reactions of the 1,2-diketones 1a-e furnishing a new
enzymatic strategy for the synthesis of 2-alkyl-2-hydroxy-1,3-
diketones 2a-e (30-60%) and 3c and 3d (19-25%). Except for 2a, all
these 1,3-diketones are new compounds that have been fully char-
acterized. All chiral compounds (i.e. 2c, 2d and 2e) are obtained in
good enantiomeric excesses (70%, 67%, and 76%, respectively). The
AAS is also employed in the cross-coupling reactions of diketones
1a and 1b to give the 1,3-diketone 4. The best yields of 4 (62%,
ee 91%) are obtained with 3 equiv. of 1a. Surprisingly the cross-
coupling reaction of diketones 1b and 1e (3:1 ratio) does not afford
the “expected 2-hydroxy-2-methyl-1-phenyl-1,3-pentanedione 5"
but the 1,3-diketone 4 confirming the higher migratory aptitude of
acetyl vs propionyl anion. The enantiomeric excesses of all chiral
compounds are determined by chiral GC/MS spectrometry and the
absolute configuration is still under investigation.

Finally, the products obtained by AAS-mediated homo- and
cross-coupling reactions are multidentate compounds containing
a chiral or a prochiral hydroxylated carbon centre, interesting and
promising building blocks for asymmetric synthesis [13-15].
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GC e MS del composto2d

O O
)H‘C?<U\/\

MCountsE 2-3 esandione 24H22-06-200916.56.43.5MS TIC Filtered
2.5—? -
2.0 =
n 1.5 et
1.0 -
0.5 7

0.0
20.5 21.0 21.5 22.0 minutes

RT Area
Data File (min) Area (%)

2-3 esandione 24H22-06-200916.56.43.SMS | 20.880 | 4,99E+06 83,6
2-3 esandione 24H22-06-200916.56.43.SMS | 20.991 | 2,55E+07 16,4

Spectrurn 14
BF 55 (350029=100%) 2-3 esandione 24h22-06-200916.56 .43, sms 20.890 min. Scan: 1466 41:400 lon: 300 us RIC: 1,135 +5 (BC)
70% g3 B
B0% 43 3E029 b
50%-] 164124 - |
g 40% 125893 B
[ ] 53 71900 ]
0% 4 54412 2 |
T 37546 T 27422 I h
0% TI | 1 mim 1 i
m T T T T T
25 a0 74 100 125 150 75
/E‘«cqu\red Range  miz
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GC e MS del composto 2e

O O
HO
MCounts: 1Ph 12propandione23-06-200910.27.31.SMS TIC Filtered
S
T
&
5
1] a
3
2
1
o E
! 16.5 17.0 175 18.0 _
minutes
Data File RT (min)| Area |[Area (%)
1Ph 12propandione23-06-200910.27.31.SMS 16.634 | 4,28E+06 11,9
1Ph 12propandione23-06-200910.27.31.SMS 16.731| 3,18E+07 88,1
Spectrumn 1A <]
BF 105 (567996=100%) 1ph 12propandions23-06-200910.27 31.5ms 16.630 rnin. Scan: 10871 41:400 lon: 176 us RIC: 1,708e+5 (BC)
100% 105 ]
B 561996
7E%o 77 B
] 314426
2 It ]
(I = 0 150
. 72 137202 E
25 I’cr—; 98732 57130
0% T . 1.l N
T T T T T T
25 50 7h 100 128 180 AFESqud Range iz
Spectrum 14 [o]<]
BF 105 (5,305e+5=100%) 1ph 12propandione23-06-200910.27 31 sms 16.731 rin. Scan: 1088 41:400 lon: 24 us RIC: 9,594e+5 (BC)
50% 4 105
40% 5 30Fe+6 3
E 150
4] ReE 132346 E
al 709 77 3
3 43 ua 193
10%3 304505 513435 40p435 251656
0% E T 1 T 1 |
T T T T T T
25 50 75 100 125 150 K?qu\red Rangs 1wz
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Reazione di crosscoupling di1lb e 1cAAS-catalizzata: analisi GC della

miscela di reazione

e

v
1.5E+04 ]
|
!
1.0E+04 [
|
| ‘ -
|
5.0E+03| i1 !
!
| e F .
| | & @
| .
| I H ﬁ
0.0E+00 A . . A
500 10.00 T 15.00

File name : 1Ph12PD 34EDleg 48 017.CH1

Info :
100-200°C 5°C/min, He B0 KPa

Vial # = 1 Rack # = 1

Injection Date :25-Sep-2008 18:03:48
Curr. Date : 28-Jul-2009 12:33:24
User : MATTEO

Group : 6000

Control Method :

# HName RT ArealpV.Sec] $Area
1 1b 3.177 4975.385 13.796
2 4 6.723 18477.511 51.234
3 2b 8.385 £519.010 18.076
4 le 10.940 6093.100 16.895

Total Area of Peak = 36065.005 [pV.Sec]

20.00 [min]
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GC e MS del composto4

o O
HO
Mcounts] Cross26-06-200910.17.33.SMS TIC Filtered
1 .5—f é
a ] :
107 :
0.5 -
0.0 :
’ e e % Romares
RT Area
Data File (min) Area (%)
Cross26-06-200910.17.33.SMS 19.265 | 1,70E+07 95,4
Cross26-06-200910.17.33.SMS 19.736] 819672 4,6
Spectrum 14
BP 102 (451067=100%) cross28-06-200210.17.33.sms 19.273 min. Scan: 1375 41:400 lon: 115 us RIC: 2 325045 (BC)
2 E
a7
a7 461067
303125 331994 115 1
a5 245840
205216 - 179147 1h 4
= 102777 120885 3
0% ] A L L1l L
[} — T T ' T " L T " " T T Y N R B T Tt T
25 50 75 100 125 150 Wiscqu\red Range  miz
Spectrum 14 ]
BP 87 (33245=100%) cross26-00-200910.17 33.5ms 19.740 min. Scan: 1407 41:400 lon: 2146 us RIC: 152615 (BC)
] g7 102
BD°/r; 33p45 29433 E
] 43 a7
60% 116 B
I ) 3 16301 16209 10h 14134
40 U_E o Fo 1 E
20%_; Sy G095 E
0% k| i 1 .T T Il L L
‘2‘5 EIEI ?I5 160 12‘5 Wéﬂ I

T
175
Acquired Range  miz
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DSMZ GmbH * InhoffenstraBe 7 B - 38124 Braunschweig

Prof. Paola Pedrini

Univesita di Ferrara

Dipartimento di Biologia ed Evoluzione
C. so Ercole | D’Este, 32

44100 Ferrara
Italy
Ihr Zeichen/Your ref. Unser Zeichen/Our ref. Tel:
0531 26 16-
03411 231

identification@dsmz.de

DSMZ-IDENTIFICATION SERVICE

Dear Madam, dear Sir,

we have now completed the studies for the identification of your strain

DSMZ

@
Deutsche .

Sammlung von
Mikroorganismen .
und Zellkulturen GmbH

DSMZ GmbH
Inhoffenstrafle 7 B
38124 Braunschweig

GERMANY
Tel.: +49(0)531 26 16-0
Fax: +49(0)531 26 16-418

E-mail:  contact@dsmz.de
Internet: www.dsmz.de

DIN EN ISO 9001:2000

Datum/Date

2011-04-08

Geobacillus stearothermophilus — 1D 11-197

For the result please see the report attached.

According to the present taxonomy the above mentioned strain can be affiliated to the

genus and species mentioned in the protocol.
Pathogenity was not tested.
Yours sincerely,

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH

Dr. Susanne Verbarg |

Encl.: identification report and invoice no. 01103276-1

Geschéftsfohrer/ hweigische Land: k
Managing Director: Kto.-Nr./Account: 2 039 220

Prof. Dr. Jérg Overmann BLZ/Bank Code: 250 500 00
Aufsichtsratsvorsitzender/Head of IBAN DE22 2505 0000 0002 0392 20
Managing Board: MR Dr. Axel Kollatschny SWIFT (BIC) NOLADE 2 H

Handelsregister/
Commercial Register:
Amisgericht Braunschweig
HRB 2570

Steuer-Nr. 13/200/24030
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DSMZ,.

Deutsche

Sammlung von .
Identification of strain ,Geobacillus stearothermophilus’ Mikroorganismen
(DSM 11-197) und Ahlkptgrentyty
Bacillus licheniformis

Properties of the strain

Rods + Lysozym-broth +
width pm 0.6-0.7
length pm 2.0-3.0 Use of
citrate +
Aminopeptidase test - propionate E
KOH test -
Oxidase - NO, from NO; -
Catalase ) + Indol reaction -
Phenylalanine deaminase -
Spores + Arginine dihydrolase +
Sporangium swollen -
Anaerobic growth + RESULT: strain Geobacillus
stearothermophilus
VP reaction + = Bacillus licheniformis
pH in VP broth 53
Maximum temperature The analysis of the cellular fatty acids
Growth positive up to 55°C shows good correspondance to the
profile of the Bacillus subtilis group.
Growth in
medium pH 5.7 + The partial sequencing of the 16SrDNA
NaCl 2% + shows a similarity of 100% to Bacillus
5% + licheniformis. The physiological
7% + characters confirm this result.
10% +
Acid from
D-glucose &
D-ylose +
D-mannitol +
D-fructose +
L-arabinose +
Gas from glucose -
Hydrolysis of
casein -
gelatine +
starch +
tween 80 -
Lecithinase : -
DSMZ GmbH Geschéftsfohrer/ B hweigische Land rkasse Handelsregister/
Inhoffenstrae 7 B Managing Director: Kto.-Nr./Account: 2 039 220 Commercial Register:
38124 Braunschweig Prof. Dr. Jérg Overmann BLZ/Bank Code: 250 500 00 Amisgericht Braunschweig
GERMANY Aufsichtsratsvorsitzender/Head of IBAN De22 2505 0000 0002 0392 20 HRB 2570
www.dsmz.de Managing Board: MR Dr. Axel Kollatschny SWIFT (BIC) NOLADE 2 H Steuer-Nr. 13/200/24030
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E113243.92A [24178] UN-V-11-197-GEOBAC-PEDRINI-FERRARA-ITALY

Volume: DATA
Type: Samp

File: E113243.92A
Bottle: 14
Created: 3/24/2011 11:54:35 AM
Sample ID: UN-V-11-197-GEOBAC-PEDRINI-FERRARA-ITALY

Samp Ctr: 7

Method: TSBA40

ID Number: 24178

Page 1

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Comment1 Ci 2
1.622 | 3.053E+8| 0.022|  ---- 7.030 | SOLVENT PEAK ---- | <min rt —
1.722 8749 | 0.018 P 7.232 - | <minrt 2
2504  145] 0.022 P 8.815 ---- | <min 1t o
6.647 1246 | 0.034 1.012| 13.619 | 14:0ISO 0.65 | ECL deviates 0.000 R -0.003
7.163 589 | 0.031 0.998 | 14.000 | 14: 0.30 | ECL deviates 0.000 Ref -0003
8.117 59833 | 0.036 0.977 | 14.623 | 15:01SO 29.91 | ECL deviates 0.000 ‘Reference -0.002
8.255 48919 | 0.037 0.974 | 14.714 | 15:0 ANTEISO 24.38 | ECL deviates 0.001 Reft -0.001
9.335 1068 | 0.039 0.954 | 15.388 | 16:1 w7c alcohol 0.52 | ECL deviates 0.001 ==
9.731 10607 | 0.038 0.948 | 15.627 | 16:0 ISO 5.15 | ECL deviates 0.000 Reft -0.002
9.950 832 | 0.035 0.945| 15.759 | 16:1 wllc 0.40 | ECL deviates 0.002
10.348 8441 | 0.040 0.939 | 15.999 | 16:0 4.06 | ECL deviates -0.001 Refe -0.003
| 11.020 2934 | 0.040 0.930 | 16.389 | ISO 17:1 wl0c 1.40 | ECL deviates 0.001
11174 1472 | 0.037 0.928 | 16.478 | Sum In Feature 4 | 0.70 | ECL deviates 0.002 17:1 ISO VANTEI B 2
11.438 35683 | 0.040 0.925| 16.631 | 17:01SO 16.89 | ECL deviates 0.001 Reft -0.002
11597 | 31519 | 0.040 0.923 | 16.723 | 17:0 ANTEISO 14.88 | ECL deviates 0.000 Reft -0.003 B
13186 365 | 0.040 0.906 | 17.632 | 18:0ISO 0.17 | ECL deviates 0.000 Refe -0.004
13.829 898 | 0.040 0.900 | 17.998 | 18:0 0.41 | ECL deviates -0.002 Refe -0.006
14.942 410 | 0.040 0.891 18.635 | 19:0 ISO 0.19 | ECL deviates 0.001 Refe -0.004
17.536 17966 | 0.110 -1 20.129 : - |>maxrt | B .
I 1472 - o - | 8 d Feature 4 0.70 | 17:1 ISO VANTEI B 17:1 ANTEISO B/i I

ECL Deviation: 0.001
Total Response: 204817
Percent Named: 100.00%

Matches:
Library Sim Index
TSBA40 4.10 0.138

0.076
0.076
0.074

Reference ECL Shift: 0.003

Total Named: 204817
Total Amount: 195437

Entry Name

Bacillus-amyloliquefaciens* (Bacillus subtilis group)

Bacillus-lentimorbus**

Number Reference Peaks: 11

Bacillus-licheniformis* (Bacillus subtilis group)

Corynebacterium-aquaticum (not an approved name)

T FIDT AT (ET11324.302\A0074178.0)

E
24

22 -

20

811

> 758

mi

-
N
]

Sherlock Version 6.1 [S/N 160420]

Page 1 of |

Created on 24-Mar-2011
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CAPITOLO 4

SINTESI DI ALCOLI TERZIARI:
APPROCCIO BIOMIMETICO
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Il meccanismo catalitico di AAS e la sua applicazione alla sintesi asimmetrica
(Cap. 3) ha spinto i ricercatori con dup collaborato a studiare un approccio
biomimetico od organocatalitico, basato sulla tiamina che funge da pre
catalizzatore, come metodologia alternativa per la formazione di legami carbonio
carbonio nella sintesi di alcoli terziari.

Oggi si trovano dispoi b i | i car beni stabili che deri
triazolo e che si comportano come ligandi nella catalisi. Géitétocicli carbeni
(NHC), come riportato nella review di Herrmann and KocHg],[ svolgono
principalmente la funzione di nucleofili ¢rovano molteplici applicazioni
operando come la tiamina difosfato, un sale di tiazolio che in natura funge da
cofattore per molti enzimi (Cap. 1, par. 1.8ghiema ).

R, e

Ry
0 /

N/ N
OH
R)]\H + [ > : —_ [ >_<
S S R
Schema 1 Meccanismo generale della catalisi dég#eterocicli carbeni

Prendendo spunto dal |l é6attivit?” del | 6enzi i
grazie alla presenza del cofattore tiamina difosfato, catalizza reazioni di

formazione di legami € di tipo aciloinico (Cap. 3)4[0], sono stati approfondlit

aspetti piu chimici della catalisi ThB#ipendente. Sono stati sintetizzati in

versione racemica gli stesstidrossta-alchil-b-dichetoni ottenuti e caratterizzati

per via enzimatica ed ancleidrossil,3-chetoesteri. Il lavoro pubblicato nel

2011 suTetrahedron[56] di mostra | a wversatilit? del |
proposto che rappresenta un significativo passo in avanti nella chimica degli NHC

(Schema 2.
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(0]
YA A
o) 14
/ " HO/\R " " HO/\R )

homo-coupling
(¢] o) a-idrossi-1,3-dichetoni

R! — J
R )J\”/ — R (€] (o]
3 OR?
AAS R
\O

o}
tiamina

O o}

cross-coupling R)j\)]\oRz

/\

HO R

a-idrossi-1,3-chetoesteri

Schema 2Sintesi di adrossil,3-dichetoni ea-idrossi1,3-chetoesteri

utilizzandoa-dichetoni come acitlonatori

Ispirandosi al precedente studio enzimatico (Cap.3), sono stati impiegati come
catalizzatori la tiamina cloridrat®a e il sale di tiazold®b, analogo della tiamina
(Figura 1),

|\‘1H2 ) -
cl cl
N‘/k + 7/Me Ph/\N<Me
s / \\ HCI [ \
HyC” N QS/\AOH g ""OH
2a 2b

Figura 1. Tiamina cloridrat®?a e sale di tiazol@b

in reazioni di homecoupling utilizzando il 2,3utandione (diacetilela come

donatore ed accettore di aamioni Schema 3.

2a-2b (mol%)

(0] 0] (0]
Et;N (mol%)
Me)‘ﬁ(Me : : > Me)J\A)kMe
o
la

solvent, RT, time HO Me

3a

Schema 3 Homocouping di 2,3butandionela
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Le diverse prove eseguite per ottimizzare la reazione di fwmmapling sono

riportate inTabella 1.

Tabella 1 Ottimizzazione della reazione di homoupling del dicheton&a®

Reazione Catalizzatore Solvente Tempo 3a
(mol %) (h) (resa %)
1° 2a(100) H,O 5 <5
2° 2a(100) EtOH 5 75
3 2a(100) PEGioo 3 95
41 2a(100) PEGigo 3 90
5 2a(20) PEGio 48 45
6° 2b (20) PEGioo 12 95
70° 2b (20) PEG0 12 91

4Reazioni condotte con 2.0 mmolid (0.5 M). Resa isolat&fEt;N: 200 mol%.
9Reazioni condotte con il riciclo d2 e del PEGy, dopo aver aggiunto nuova &t °Et;N:100
mol%.

La presenza di una base nell ambiente di
forza basica presente nel sito attivo degli enzimi THliféndeti come AAS:

nello specifico i risultati migliori si sono ottenuti corgBt La reazione di homo

coupling catalizzata dalla tiamina cloridra2a inizialmente €& stata condotta in

H.O ma le rese di acetilacetoir8a sono state inferiori al 5%. Il prodottioa
mostrato di essere fortemente instabile e
anche utilizzando, al posto dij&t una base debole come il sodio bicarbonato.

Con il supporto dei dati riportati in letteratura che riportano la degradazi@ee di

in anbiente basico e ad elevate temperatffe[, s i pu, affermare <c¢hi
di 3a sia dovuta al concomitante impiego di,GHcome solvente e di una base.

Conferma di questo si € avuta dalla condensaziori@,dion tiamina cloridrato

2a accoppiata a BN, in etanolo (EtOH) (Reazione 2). In questo caso il prodotto

atteso3a e stato ottenuto con una resa del 75%. Questo risultato soddisfacente ci

ha spinto ad utilizzare come mezzo di reazione il polietilenglicole {REGN

solvente non tossico impiegaton

Agreen chemistryo, che ha

delle reazioni, permettendo il riciclo del cofattore. La reazione con il diché&ne
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(0,5 M), tiamina cloridrat®a (1 equiv) ed EN (2 equiv) in PEGy dopo 3h,

fornisce il prodotto desideratBa con wna resa praticamente quantitativa (95%)

(Reazione 3). Da sottolineare € il fatto che, in fase di estrazione, ikFEG

intrappola il catalizzator@®, mentre il prodotta3a passa nel solvente organico;

aggiungendo nuovamente al P&l dichetone ed EN, il catalizzatore puo

essere riciclato mantenendo soddisfacenti le rese del pr@#ot®0%) (Reazione

4). Il catalizzatore € stato riciclato fino a 5 volte con minima perdita del prodotto,

I n termini di resa del p r o droptegoodel i sol at o.
catalizzatore2a € che i risultati migliori si ottengono se viene utilizzato in

guantita stechiometrica. Quando si passa a condizioni catalitiche, infatti, i tempi di

reazione si allungano notevolmente (48h) e le resBadsi abbassano (45%)
(Reazione 5). EO stato i mpiegat@,umome cat a
prodotto commerciale analogo semplificato della tiamina. Questo secondo
catalizzatore ha dato risultati migliori rispetto2a sia nella fase di riciclo, sia

nella possibitia di essere utilizzato in quantita catalitiche (Reazioni 5, 6 e 7).

La versatilita del sistema é stata dimostrata successivamente in reazioni di homo

coupling su differenti donateaccettori di acH#anioni. Sono stati impiegati una

selezione dia-dichetoni commercialilb-f, simmetrici € non simmetrici, gia
precedentemente utilizzati come substrati delle reazioni catalizzate da AAS (Cap.

3) (Schema 3.

o o) o) o) o)
)J\”/Rl 2b (20 mol%), EtgN (100 mol%), 12-24h J]\)L . )l\)l\
R P R /\ R + R R

o PEGj00, RT HO R HO R!
3 4
1b: R=R!=Et

1c: R = Me; R'= Et

1d: R=Me; Rt = Pr
le: R = Me; R!=Bu
1f: R = Ph; R = Me

Schema 4 Reazioni di homaoupling cora-dichetoni commetiali
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Nella Tabella 2 sono riportati i risultati ottenuti nelle reazioni di homaupling

catalizzate dal sale di tiazoRb deglia-dichetonilb-f.

Tabella 2.Reazioni dhomacoupling' cona-dichetonilb-f

a-dichetone a-idrossi-1,3-dichetone
e O O o o)
Et )J\)J\
Et Et Et Me Me
o HO  Et HO 'Et
b 3 4c
82%
( 0) (7%)c,d

(74%)°
o) o) o o
Pr )J\)J\
Me Me /\ Pr Me Me
HO  'Me HO ‘pr
1d 3d 4d
(61%)° (279%)%°
o)
o o o o
Bu J A
Me
Me N Bu Me Al Me
(o] HO Me HO' Bu
le 3e 4e
f
(63%) (19%)%"
0 OH
Me
Me
Ph)H( Ph)ﬁ(
o 0
5f
i (75%)

2.0 mmol d dichetone (0.5 M)°resa prodotto isolat§Tracce (<10%) di prodotto di coupling
con trasferimento del propionile (Analisi @S e'H NMR). “Rese determinate con analisi
NMR della miscela di reazion&lracce (<10%) di prodotto di coupling derivatal ttasferimento

del butanoile/Tracce (<10%) del prodotto di coupling derivato dal trasferimento del pentanoile.

Dalle reazioni di homa@oupling cona-dichetonilb-e é stato possibile ottenere
con rese soddisfacenti gli stesaridrossil,3-dichetoni 3b-e e 4c-e gia
precedentemente caratterizzati dalle reazioni con AAS (Cap. 3), ma in questo caso

in forma racemica. Come gia riportato nel capitoloé3possibile notare che
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g u a n a-dichdtode € non simmetricbce i | trasfer tamoment o del |
(MeCO) e predominante rispetto a quello degli altri carbanioni che generano,

invece, differenti prodotti, presenti solo in tracce nella reazione. Indltée,a c i |

anione e preferibilmente trasferito sul carbonile meno ingombrato della seconda

molecola di substrato che funge da accettore, come si nota dalle differenti rese dei
regioisomeri3d (61%) /4d (27%) e3e (63%) /4e (19%). Risultato analogo si
otteneanche con | 6approccio catalizzato dal |l ¢
Ri sultato inatteso ,-couplng delcdehetongfickel | o dat o
porta al5fl(®%)clia lspiegamiane di tale comportamento si puo trovare

nel meccanismo con cui avvierla catalisi (enzimatica e biomimetica) delle

reazione di homaoupling. Nello Schema 5viene riportato il meccanismo

partendo dal dichetoris.

o O (0]
Me)J\/\)J\Me Me)H(Me
HO Me L Me 3
3a 3 E \ la
" s \/
| addizione
o A+ Me Me +N)\,
Me N e,
\
o'»/N\ S . ! Oy
o -0 Me Me Q i
v M N—o+r
transfer
acil-anione
e
o ,\N Me
Me HO 4§\/ AcOH oppure PEG-OAc
Me S
(0]
1a Me
1
intermedio di

Breslow

Schema 5Meccanismo catalitico proposto per la reazioni di haroopling dia-

dichetoni per via chimica ed enzimatica

La <catalisi i nizia con | a deprotonazione

nell approcci o enzimatico o dei Suoi ana
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nucleofilo su una molecola dia che funge da aciloratore. Si forma cosi

| 6i nt dircrheedivo ene poi 0 ndla catalisizazenatioa,e dalal | 6 H
PEGwi n quell a chi mica,Ill gonnlegilasaimd acidd 6i nt er m
acetico o di PEGy aceti |l at o. IlL &ifmrtue rtoaeotiogp | 6

dd | 6 a Icampie il segondo attacco nucleofilo su una seconda molecaka di

per dar e IV ghe narrangiangednetendo il rilascio del prodotto atteso

3a e del catalizzatore nella sua forma di ilide. Il meccanismo riportato nello

Schema 5e applicabile a tutte le reazioni condotte sugldichetonilb-e ad

eccezione del caso specifico del dichetdhehe presenta come sostituente un

fenile (Tabella2 e da cui S i oSf,ai epest 6i debkéaspet
idrosstl1,3-dichetone3f ottenuto dalle precedenti sintesi enzimatiche con AAS

(Figura 2).

a] 0

AJXU\ Ph
HO

Figura 2. Prodotto di homaoupling dilf ottenuto dalla sintesi enzimatica.

Il meccanismo proposto per la formazione i nella sintesi biomimetica e

riportato nelloSchema 6.
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Vi

PEG-OAc
addizione

,:"'J. Me
o
HO\KQS \v/
Ph
AV

intermedio di
Breslow

trasferimento
idruro /< Me
N
0 \

Schema 6 Reazione biomimetica di horsmupling del dichetonaf

Anche i n questo

segue unbdevoluzione

nmarrangi amento

guesto stabili

substratolf che viene ridotto ad idrossichetoBéd a n d o |

successivo attacco nedfilo di PEGg S u |

caso

zzato

permette la rigenerazione del catalizzatore. Evidenze sperimentali che avvalorano

| 6i pot esi di

5fe

questo

dal | 6dal tr aG beroilgtordistmgibile dallecanali$iPNMVIR.

La versatilita del sistema biomimetico catalizzato dal sale di tia2ble stata

dimostrata in reazioni di crog®upling tra il dichetonela e una serie da-

chetoesterb-9 che ha portato alla sintesi dina serie da-idrossi1,3-chetoesteri

10-13 (Schema 7.
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o o] o o
Me ord 20 (20 moI%), EtN (100 mol%), 12-48 h )J\)J\
Me + R2 > me” X OR®
i I PEGago, RT A
1a

6-9 10-13
Schema 7 Reazioni di crossoupling cona-dichetonela e a-chetoesteré-9
| risultati di queste reazioni di cressupling sono riportati nell&abella 3.

Tabella 3.Reazioni di crossoupling traa-dichetonelae a-chetoesters-9

donatore accettore a-idrossi-1,3-chetoestere

o o
1a Me)l\/\)l\OEt
HO Me

10
(52%)

o
OEt
Me
o
6
o o o
L
la Ph)J\”/ Me X OMe
o HO Ph
o
Bn OE
o
o)
OE

11
(51%)

7

(e} (e}
. : J
a Me KO Et
HO Bn
12
(58%)

8

0 0
) : N
a Me OEt
o HO/>\

13
(48%)

33 equiv dia-chetoestere come accettdiRese di prodotto isolato.
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Gli a-idrosstl,3-chetoesteril0-13 sono stati ottenutton rese soddisfacenti (48

58%). Quest i risultat:i rappresentano unodointe
alla sintesi degli NHC in quanto al momento esistono solo pochi esempi in

letteratura di accoppiamenti aldeithetoni intermolecolari p4], con la ®la

eccezione di un recente lavoro del 2011 che descrive reazioni dicogang

altamente chemoselettive tra aldeidi alifatiche e aldeidi aromaticheastibuite

[55].

Da un punto di vista pi%b biochi moco, I nol
suscitare per le molteplici applicazioni sintetiche che ne possono derivare, queste

reazioni organocatalizzate hanno permesso di comprendere piu a fondo e
confermare la osservazioni gia descritte sul meccanismo catalitico della AAS

[40].

Per la caratterzazione dei prodotti, la descrizione della procedura sperimentale e

i dettaglio dei materi al i e metAdi ut il
e gli spettri'H e *C NMR dei prodotti sintetizzati (AllegatB).
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1. Introduction

Thiamine diphosphate (ThDP)-dependent enzymes, such as
pyruvate decarboxylase (PDC), benzaldehyde lyase (BAL), and
benzoylformate decarboxylase (BDF), are a group of biocatalysts
involved in a variety of reactions including the formation and
cleavage of carbon—carbon bonds.! These enzymes have in com-
mon the capability to generate an ‘active aldehyde’ species,” that is,
a ThDP-bound carbanion—enamine intermediate, which reacts
with an aldehyde acceptor to form a «-hydroxyketone in an
acyloin-type condensation.? Within this area of research, a recent
study from our group demonstrated that 1,2-diketones may serve
as acyl anion equivalents when ThDP-dependent acetylacetoin
synthase (AAS) is utilized as catalyst in the homo-coupling of 1,2-
diketones to form chiral a-hydroxyketones (Fig. 1).>* This finding
triggered us to investigate a possible biomimetic route, reminiscent
of ThDP activity,” to nucleophilic acylations involving 2-diketones
as acyl anion donors. By considering the peculiar mechanism of
action of AAS,? it was envisaged that the sole thiamine coenzyme
(pre-catalyst) in the presence of a suitable base could display the
same ability to activate a-diketones as acyl anion sources.® Hence,
the optimization of an organocatalytic (racemic) version of the

* Corresponding authors. E-mail addresses: giancarlo.fantin@unife.it (G. Fantin),
msslsn@unife.it (A. Massi).

0040-4020/$ — see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tet.2011.08.056

By mimicking the peculiar behavior of thiamine diphosphate-dependent acetylacetoin synthase, it has
been demonstrated that thiamine hydrochloride 2a and its simple analogue thiazolium salt 2b are able to
activate a-diketones as acyl anion equivalents in nucleophilic acylations, such as the homo-coupling of z-
diketones and the hitherto unreported cross-coupling between a-diketones and u«-ketoesters. These
carboligation reactions were optimized under stoichiometric (2a) and catalytic conditions (2b) by using
eco-friendly PEG4qp as the reaction medium, thus allowing both solvent and thiazolium salt recycling.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

already disclosed enzymatic homo-coupling of 1,2-diketones®
(virtually an intermolecular aldehyde—ketone coupling) was ini-
tially considered. Subsequently, the more challenging thiamine-
catalyzed direct cross-coupling reaction between diketone donors
and o-ketoester acceptors was also investigated to explore the
potential of the proposed carboligation methodology (Fig. 1). In-
deed, while significant advances have been recently made in N-
heterocyclic carbene (NHC) catalysis’ to promote intramolecular
aldehyde—ketone couplings,® examples of the non-enzymatic in-
termolecular variant are limited to the study by Enders and Hens-
eler,? which described the cross-coupling between aldehydes and

o
1
R)krrR o o o o
~ HO R HO R
homo-coupling
o o a-hydroxy-1,3-diketones
Rl — ]
S = (o) o

OR?
° ms R)krf

or o o o
thiamine catalysis —— )Sej\
OR?

cross-coupling R
HO R
a-hydroxy-1,3-ketoesters

Fig. 1. Synthesis of a-hydroxy-1,3-diketones and a-hydroxy-1,3-ketoesters using
a-dik as acyl anion equi ;
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