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Resumen. Se describe €l estudio de la resolucion del acido 2,3-
dihidro-6-metoxibenzofuran-2-carboxilico (1) mediante la hidrélisis
enzimética de su éster metilico 2, utilizando en la biotransformacion
las hidrolasas presentes en el higado de bovino, cerdo, pollo, ratay
congjo. Se variaron en la biocatédlisis los parametros de temperatura,
pH, co-disolventes, tiempo de reaccion y el concentrado enzimético
en su soporte natural.
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Abstract. It is described a study of the 2,3-dihydro-6-methoxybenzo-
furan-2-carboxylic acid (1) resolution by enzymatic hydrolysis of its
methyl ester 2, through the biotransformation with the enzymes pre-
sent in the liver of bovine, pig, chicken, rat, and rabbit. Moreover, the
parameters studied were temperature, pH, solvents, reaction time and
the enzymatic source on its natural support.

Key words: Enzymatic hydrolysis, biotransformation, hyxdrolases,
animal liver.

I ntroduccion

Se encuentran descritos en la literatura compuestos cuya
estructura presenta un anillo de dihidrobenzofurano similar al
de 1, y poseen importante actividad farmacol 6gica como
agentes anal gésicos, neurol épticos [1,2], diuréticos, saluréticos
[3] y uricostiricos [4]. Debido a lo anterior, resulta por demas
interesante establecer una metodologia que permita obtener €l
benzofurano 1 en forma enantioméricamente pura, pues éste
podria ser utilizado en la preparacion de compuestos similares
a los arriba descritos y ser utilizados como farmacos. En éste
trabajo se presentan los resultados obtenidos de la reaccion de
hidrélisis del éster metilico 2 con las hidrolasas presentes en
los higados de bovino, cerdo, pollo, ratay conejo, empleando
paraello el polvo de acetona del higado correspondiente [5].

Resultadosy discusion

El &cido 2,3-dihidro-6-metoxibenzofuran 2-carboxilico (1) y su
éster metilico 2 fueron preparados en cantidad suficiente uti-
lizando los métodos descritos en la literatura [6,7], sus estruc-
turas se determinaron con base en sus espectros de RMN pro-
ténicay los datos obtenidos coincidieron con los reportados [8].

En un ensayo preliminar se considerd la hidrdlisis cata-

lizada por las enzimas presentes en los higados de bovino y
cerdo, empleando como co-disolvente a éter etilico, en buffer
defosfatos (pH 7.5), pues se sabe que | 0s procesos que invol u-
cran a estas hidrolasas dan productos con altos excesos enan
tioméricos [4,9], obteniéndose para estas reacciones
rendimientos de 41.8 y 30.6%, respectivamente, a temperatura
ambiente (Tabla1).

La pureza Optica de los productos de hidrdlisis, para todas
las reacciones, fue monitoreada en base a los valores de
rotacion especifica tanto del producto de hidrélisis como del
éster que no reacciond, y comparados con los valores reporta-
dos [10]; +75.5° del &cido con configuracion “R” y +52.6° del
éster con la misma configuracion. Como es posible observar,
los valores obtenidos no fueron satisfactorios. Asi que se
decidié incluir en este estudio los polvos de acetona de los
higados de pollo, rata y conejo como fuentes enziméticas, los
cuales fueron utilizados sin ningan procedimiento de ais-
lamiento o purificacion. Las reacciones se llevaron a cabo va-
riando €l tiempo y temperatura de reaccion.

Tabla 1. Resultados de la hidrdlisis de 2, con los higados de bovino y
cerdo.

Harina Tiempo(h) Rendimiento(%) [a] Acido [a] Ester

Cerdo 18 30.6 +2.77 0
Bovino 18 41.8 -4.72 +3.2




Evaluacion de los polvos de acetona de higado animal en la hidrélisis enantioselectiva del éster metilico... 201
Tabla 2. Influenciadel disolvente enla hidrdlisis de 2, atemperatura ambiente y utilizando, DMF, DM SO y1,4-dioxano a 30%.
Harina Codisolvente Tiempo (h) Rendimiento (%) [a] Acido [a] Ester
Pollo 6 35.8 7.1 +5.3
DMF 12 327 -11.3 4.6
18 36.5 -6.2 +4.6
6 6.3 -0.4 +4.0
DMSO 12 339 -11.3 +5.3
18 30.7 -8.6 +4.1
6 23.6 +3.3 0.0
1,4-dioxano 12 35.9 +1.1 0.0
18 43.7 +1.1 +2.4
Rata 6 36.1 5.9 +3.4
DMF 12 48.0 4.7 +4.2
18 70.4 +3.7 +3.4
6 379 -10.2 +4.8
DMSO 12 34.0 -11.4 +5.3
18 68.5 +2.7 +3.4
6 17.6 -2.8 0.0
1,4-dioxano 12 235 -1.1 +0.5
18 20.6 +2.0 +1.0
Congjo 6 26.3 +5.9 -5.3
DMF 12 29.0 +7.1 4.1
18 76.7 +3.3 -5.0
6 36.6 +14.5 4.1
DMSO 12 28.1 +13.1 -3.6
18 52.4 +2.9 2.8
6 20.8 +13.1 -1.0
1,4-dioxano 12 25.9 +7.1 -15
18 25.9 +5.5 -1.2

De los resultados obtenidos se observa claramente (Tabla
2), que el tiempo y, consecuentemente, el porcentaje de reac-
cion afectan directamente a la rotacién optica del acido 1
obtenido, indicando que se trata de un proceso de resolucién
cinética.

También es interesante notar que los polvos de acetona de
higado de, bovino, pollo y rata muestran una preferencia hacia
la hidrélisis del éster de configuracion S. Por lo contrario €l
material proveniente de los higados de conejo y cerdo
mostraron la enatioselectividad opuesta. Lo anterior nos brinda
la oportunidad de poder obtener cualquiera de los enantidomeros
del &cido 1, con solo variar lafuente de biocatalizador.

Con relacién a efecto del co-disolvente se observé que
tiene influencia sobre la velocidad de la reaccién y la enan-
tioselectividad, siendo el DMSO el que en general propor-
ciond una mayor enantioselectividad. Ademas, para el caso de
higado de pollo es notorio que la adicién de 1,4-dioxano invir-
tio la enantioselectividad de la reaccién, aunque con menor
grado de pureza Optica. Por lo anterior se decidi6é continuar
utilizando DM SO al 30% como co-disolvente, pero bajo estas
condiciones no fue posible aumentar |a estereosel ectividad,
aungue para algunas reacciones se obtuvieron rendimientos
hasta del 98%. En nuestro interés por mejorar la enantiosel ec-
tividad obtenida se realizaron experimentos cambiando €l co-

Tabla 3. Resultados de la hidrélisis de 2, cambiando e pH en DM SO a 30%.

Harina pH Tiempo (h) Rendimiento (%) [a] Acido [a] Ester
Rata 6.0 2% 46.9 -2.9 +1.9
6.5 6 74.1 +0.3 0.0
7.0 6 33.6 5.0 +2.1
8.0 5* 51.9 +0.7 +1.3
Congjo 6.0 2* 47.7 +1.6 -0.3
6.5 6 75.2 +0.3 0.0
7.0 6 24.8 +10.2 3.1
8.0 5* 63.5 +0.2 2.8

*Lareaccion fue extraida en este tiempo por observarse ya producto de hidrdlisis.
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Tabla 4. Resultados de la hidrdlisis de 2, cambiando € pH en 1,4-dioxano a 30%.

Harina pH Tiempo (h) Rendimiento (%) [a] Acido [a] Ester
Rata 6.0 3* 6.6 +3.2 +0.3
6.5 6* 75.0 -83 +13.9
7.0 6* 8.9 -0.3 +0.7
8.0 2 9.2 -1.2 +0.7
Congjo 6.0 3* 49 +6.7 0.4
6.5 2 64.9 +20.1 —26.4
7.0 2 9.4 +12.5 -0.7
8.0 2 24.3 +2.2 -0.1

*Después de dos horas aun no se observaba producto de hidrélisis.

disolvente y utilizando Unicamente la fuente enzimética donde
se habia observado la mejor selectividad, los co-disolventes
utilizados fueron: dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido
(DMSO0), y 1,4-dioxano. Los resultados se encuentran resumi-
dosenlaTablaZ2.

De estos datos es posible observar que los co-disolventes
donde se obtuvo la mayor selectividad fueron DMSO y 1,4-
dioxano. También se llevaron a cabo reacciones utilizando
mayor concentracion, esto es 50% del co-disolvente y modifi-
cando la parte esterificante por una de mayor volumen como
n-butilo, pero los valores de rotacion Optica obtenidos no
fueron satisfactorios, puesto que en el mejor de los casos se
obtuvieron valores de rotacion dptica de —4.7° para el &cido y
de +3.2° para €l éster.

Posteriormente se efectud un estudio del efecto del pH uti-
lizando solamente los higados de rata 'y conejo con € co-disol-
vente en e cual se obtuvo lamejor estereosel ectividad; 1os resul-
tados se encuentran resumidos en las Tablas 3 y 4, de donde es
claro que e higado de conejo apH de 6.5 y atiempo de reaccion
de 2 h en 1,4-dioxano muestra valores de rotacién dptica altos
tanto para el &cido como para el éster que no reacciona.

Una vez establecida la fuente enzimética y las condi-
ciones de reaccion, en las cuales los valores de rotacion eran
mayores, se realizaron pruebas para determinar el tiempo Opti-
mo para obtener la mayor estereoselectividad. Los resultados
de este estudio se encuentran en la Tabla 5, en la que se obser-
va que a 30 min se obtiene el valor mas alto de rotacién
especifica, +39.1°, con un rendimiento de 35%, es claro que a
medida que la reaccién avanza la estereoselectividad dismi-
nuye, lo cua esta acorde con unaresolucion cinética.

Tabla 5. Hidrdlisis de 2, utilizando la harina del higado de conejo en
1,4-dioxano a 30% apH de 6.5.

Tiempo Rendimiento [a] Acido [a] Ester
(min) (%)
15 12.1 +9.7 -5.4
30 34.9 +39.1 -24.0
60 52.2 +37.6 -20.5
120 64.9 +20.1 -26.4
120* 10.8 +5.9 -05

* Esta reaccion se efectud a doble dilucion

El exceso enantiomérico de esta reaccién se determind
por cromatografia de gases utilizando una columna quiral de
a-ciclodextring, y de acuerdo a los datos del cromatograma se
establecié que el éster que no reacciond se obtuvo con 27%
ee, mientras que el &cido producto de la hidrdlisis, €l cual fue
esterificado para su andlisis[10], se obtuvo en 67% ee.

Finalmente, de los higados objeto de estudio como fuente
enzimética paralahidrolisis selectivadel éster metilico 2, s6lo
el de conejo mostro tener mayor afinidad por uno de los enan-
timeros, en este caso por €l éster de configuracién absoluta
R. Ademés, en varias reacciones se observé que los higados
pueden ser una excelente alternativa en la hidrdlisis de ésteres
pues se obtuvieron reacciones hasta con 98% de rendimiento,
del producto puro y en condiciones suaves. Ademas las
fuentes enzimaticas son sumamente accesibles, baratas y con-
servan su actividad por més de tres afios de amacenamiento
en refrigeracion.

Parte experimental

Las rotaciones especificas se determinaron en un polarimetro
Perkin-Elmer, Mod 241, utilizando microceldas de 0.1 dm, a
589 nm y 25°C, en cloroformo. Los espectros de RMN 1H se
obtuvieron en un espectrometro Varian XL-300GS a 300
MHz utilizando CDCl; como disolventey TMS como referen-
ciainterna. Los excesos enantioméricos se determinaron en un
cromatografo de gases Hewlett Packard 6890 utilizando una
columna capilar de 30 m de longitud y como fase estacionaria
quiral a-ciclodextrina, con un flujo de 0.5 ml/min. Las purifi-
caciones cromatogréficas se llevaron a cabo en gel de silice
Merck (230-400 Mallas).

Preparacion de la fuente enzimatica. El higado correspon-
diente se desengraso por licuefaccion con acetona, se filtré y
el residuo fue licuado nuevamente con acetona para obtener
una pasta homogénea, la operacion se repitié una vez mas,
después de la cual la pasta resultante se dejo secar a airey a
temperatura ambiente, para obtener un polvo café, donde las
enzimas se encuentra en un soporte natural.
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Hidrdlisis enzimatica. 100 mg de la harina se suspendieron en
7 mL de buffer de fosfatos, a esta suspension, con agitacion,
se agregaron 100 mg del éster metilico 2 disueltos en 3 mL de
1,4-dioxano. La mezcla se continué agitando a temperatura
ambiente por 30 min, después la reaccion se extrgjo con éter
etilico y la fase organica se lavd con una solucién fria de
NaOH al 3% (3 x 50 ml). La fase acuosa se acidul6 con HCI
al 20% vy se extragjo con éter etilico, lafase organica se lava, se
secay evapora paraobtener el acido 1.
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