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ES 2284 095 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para la reduccién enantioselectiva de compuestos ceténicos mediante enzimas.

El presente invento se refiere a un procedimiento enzimatico para la reduccién enantioselectiva de compuestos
ceténicos orgdnicos para dar los correspondientes compuestos hidroxilicos quirales.

Ciertos compuestos hidroxilicos dpticamente activos son valiosos eslabones de sintesis para la preparacion de
importantes compuestos con efecto farmacoldgico y con otras valiosas propiedades. Estos compuestos, con frecuencia,
se pueden preparar s6lo con dificultades mediante procedimientos quimicos clésicos, y las necesarias purezas épticas
para aplicaciones en el sector farmacéutico o agroquimico se pueden conseguir s6lo con dificultades por esta via. Por
lo tanto, para la preparacién de compuestos quirales se utilizan en grado creciente procedimientos biotecnolégicos,
siendo llevada a cabo la reaccién estereoselectiva por microorganismos enteros o con enzimas aisladas, purificadas
total o parcialmente.

Las deshidrogenasas, y en particular las alcohol-deshidrogenasas (ADH), son valiosos catalizadores para la obten-
cién de productos quirales mediante una reduccién estereoselectiva de compuestos ceténicos orgédnicos para dar los
correspondientes alcoholes quirales. Se conocen en lo esencial unas correspondientes enzimas procedentes de levadu-
ras, higados de caballos o Thermoanaerobium brockii. Estas enzimas necesitan como coenzima NADH (nicotinamida-
adenina-dinucleétido) o NADPH (nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato). Otras conocidas alcohol-deshidroge-
nasas son por ejemplo una alcohol-deshidrogenasa especifica para (S) procedente de Rhodococcus erythropolis o una
alcohol-deshidrogenasa especifica para (R) procedente del género Lactobacillus. Ambos tipos de enzimas tienen un
amplio espectro de substratos a base de compuestos cetdnicos y presentan una alta enantioselectividad. Las alcohol-
deshidrogenasas procedentes de Lactobacillus kefir (dlocumento de solicitud de patente alemana DE 40 14 573 Cl) y
de Lactobacillus brevis (documento de solicitud de patente alemana DE 196 10 984 A1) son adecuadas en particular
para la obtencién de (R)-alcoholes quirales.

A partir del estado de la técnica se conocen procedimientos para la reduccidn estereoselectiva de compuestos
ceténicos orgdnicos para dar los correspondientes alcoholes quirales mediante alcohol-deshidrogenasas, en los cuales
el compuesto cetdnico se pone en contacto con agua, con una enzima, con una coenzima, asi como con un agente
de reduccién, que se necesita para la regeneracion del sistema enzimatico (p.ej. documento de solicitud de patente
internacional WO 9611256).

Una desventaja de tales procedimientos catalizados enzimdticamente son los altos costos de las enzimas, que son
causados por un alto consumo especifico de las enzimas. En el estado de la técnica se trabaja por lo tanto, en la mayor
parte de los casos, con muy pequefias cantidades de enzimas. Los rendimientos de espacio - tiempo, conseguidos
mediante este modo de procedimiento, son en general pequefios y, a causa de los altos costos de los procesos, no
experimentan ningtin grado de conversion rentable ni respectivamente a gran escala técnica.

Asi, en el documento WO 02/064579 A1 se describe un procedimiento, en el cual para la reduccién de alquinonas,
catalizada por ADH-LB, se utiliza por ejemplo una cantidad empleada de enzima de 0,5 unidades / ml (U/ml) y
por consiguiente se consiguen unos rendimientos de espacio - tiempo de s6lo aproximadamente 15 mol/m*d con un
consumo de enzimas de aproximadamente 60 kU por mol de producto. Por la denominacién de mol/m®d se entiende
la cantidad en moles de producto que se ha obtenido en un proceso de preparacion, por metro cibico de volumen de
la tanda y por dia.

Un procedimiento descrito en el documento DE 196 10 984 A1 para la reduccién de cetonas con ADH-LB con-
sigue, con una cantidad empleada de enzima de 4,5 U/ml, un rendimiento de espacio - tiempo de 4,75 mol/m*d en el
caso de un consumo de enzimas de aproximadamente 950 kU por mol de producto.

A causa de la solubilidad, con frecuencia insuficiente, de los substratos orgdnicos en el medio acuoso, se emplean
también sistemas de dos fases, los cuales, junto a agua, contienen una fase orgédnica adicional. La presencia de una fase
orgdnica repercute sin embargo en una extension diversa sobre la actividad enzimatica, en el sentido de desestabilizarla
(M.V. Filho, T. Stillger, M. Miiller, A. Liese, C. Wandrey, Angew. Chem. 2003, 115, 3101-3104). La presencia de una
fase organica puede conducir sin embargo también a una actividad enzimética elevada (M.V. Filho, T. Stillger, M.
Miiller, A. Liese, C. Wandrey, Angew. Chem. 2003, 115, 3101-3104).

Los procedimientos con sistemas de dos fases presentan rendimientos de espacio - tiempo parcialmente mejorados.
El consumo de enzimas es sin embargo por regla general asimismo alto. Por lo tanto, los procedimientos de este tipo
se pueden emplear asimismo s6lo de una manera limitada desde puntos de vista econdmicos y a gran escala técnica.

A partir del documento WO 02/086126 A2 se conoce un procedimiento para la reduccién de un S-ceto-éster,
catalizada por ADH-LB en un sistema de dos fases, para el que en el caso de unos rendimientos de espacio - tiempo
de 200 a 350 mol/m*d se consumen entre 22,5 y 27,4 kU de enzima por cada mol de producto.

Por lo tanto, una misién del presente invento es la de poner a disposicién un procedimiento para la preparacion,
catalizada enzimédticamente, de alcoholes quirales, con un alto rendimiento de espacio — tiempo, al mismo tiempo que
con un bajo consumo de enzimas.
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El problema planteado por esta misioén se resuelve en un procedimiento para la reduccién, catalizada enzimatica-
mente, de compuestos ceténicos mediando utilizacién de un medio de reaccidn, que contiene una alcohol-deshidroge-
nasa, agua, una coenzima, un agente de reduccidn, a partir del que, después de la reduccién del compuesto ceténico
en una primera etapa, los productos de reaccion se extraen con un disolvente orgdnico en una segunda etapa. Después
de la extraccion, la fase organica, que contiene los productos de reaccidn, se separa, y el medio acuoso de reaccion se
utiliza de nuevo, y se repite el procedimiento.

Es objeto del invento un procedimiento para la preparacién de alcoholes secundarios quirales, que contiene las
etapas de

a) reduccidon de un compuesto ceténico en un medio acuoso de reaccidn, que contiene agua, un agente de re-
duccién, una alcohol-deshidrogenasa (ADH) y una coenzima bajo una presion reducida y mediando eliminacién de
componentes facilmente voldtiles a partir del sistema de reaccion,

b) extraccion del alcohol secundario formado mediante una fase adicional, que contiene un disolvente organico no
miscible con agua, mediando formacién de turbulencia y/o mezclamiento a fondo de las fases acuosas y orgénicas,

¢) separacion de la fase utilizada para la extraccién y utilizacidn renovada del medio acuoso de reaccién en la etapa

a).

El procedimiento conforme al invento se distingue por altos rendimientos de espacio — tiempo, al mismo tiempo
que por un bajo consumo de enzimas, con unas purezas enantioméricas de hasta 99,9% referidas a los compuestos
hidroxilicos quirales preparados, y unos rendimientos quimicos de hasta >99%, referidos a la cantidad empleada del
compuesto cetdnico. Se evita la constante presencia de una fase de disolvente orgdnico, que potencialmente desactiva a
las enzimas, tal como se da el caso en los conocidos procedimientos de dos fases. Ademas, el procedimiento conforme
al invento se puede convertir de una manera muy sencilla en cuanto a los aparatos y por consiguiente a una gran escala
técnica.

La reduccién propiamente dicha segun la etapa a) se lleva a cabo en tal caso en un sistema acuoso, sin que esté
presente al mismo tiempo, ni/o se afiada, una fase adicional, que solamente sirve para la extraccién y que contiene un
disolvente organico no miscible con agua. Por consiguiente, en el procedimiento conforme al invento se prescinde de
la adicién deliberada de una fase de extraccion orgédnica, constantemente presente en el sistema.

De igual manera, no se excluye que al comienzo, o en el transcurso de la reduccidn, se forme una fase adicional
separada de la fase acuosa (medio de reaccion), la cual resulta eventualmente de una falta de miscibilidad, existente si
bien s6lo inicialmente, del substrato que se ha de reducir (compuesto ceténico) con el medio acuoso de reaccion.

Como eductos (productos de partida) se pueden emplear en general cetonas, preferiblemente las que tienen de 3 a
40 4tomos de C.

En una forma preferida de realizacién del procedimiento conforme al invento, se emplean cetonas proquirales de
la Férmula general (I)

R'-C(O)-R? @

realizdndose que

R! y R? se seleccionan, independientemente uno de otro, entre el conjunto que contiene alquilo C;-Cy, cicloalquilo
C;-Cy, arilo Cs-Cy, heteroarilo C;-Cy, alquenilo C,-Cy, aralquilo Cs-Cy, alquilarilo Cs-Cy, 0 R! y R? en comiin
pueden formar un anillo,

y R' y R? eventualmente, de manera independiente uno de otro, pueden estar sustituidos con uno o varios radicales
Z, realizdndose que

Z se selecciona entre el conjunto que contiene fluoro, cloro, bromo, yodo, -CN, -NO,, -NO, -NR?*OR?, -CHO,
-SO;H, -COOH 0 -R* y

R?® representa hidrégeno o puede tener los significados de R!, y

en R' y R? uno o varios grupos metileno, eventualmente de manera independiente unos de otros, pueden ser
reemplazados por grupos Y iguales o diferentes, realizdndose que

Y se selecciona entre el conjunto que contiene -CR?*=CR?*-, -C=C-, -C(0)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -C(0)OC(0)-,
-0O-, -0-0-, -CR3=N-, -C(0)-NR?-, -N=N-, -NR*-NR?-, -NR?*-0O-, -NR?-, -P(0)(OR?*)0O-, -OP(0O)(R?*)O-, -P(R%)-, -P
(0)(R?)-, -S-, -S-S-, -S(0)-, -S(0),-, -S(O)NR3-, -S(0)(OR»)O-, -Si(R?),-, -Si(R?),0-, -Si(R*)(OR?)-, -0Si(R?),0-,
-0Si(R?),- 0 -Si(R?),0Si(R?),-.
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Radicales arilo Cs-Cy 0 heteroarilo C,-Cy, preferidos para R! y R? se seleccionan en particular entre el conjunto
que contiene fenilo, naftilo, indolilo, benzofuranilo, tiofenilo, pirrolilo, piridinilo, imidazolilo, oxazolilo, isoxazolilo,
furanilo o tiazolilo.

Los compuestos de la Férmula general (I) se pueden emplear por lo general también en forma de sales.

Compuestos especialmente preferidos de la Férmula general (I) se seleccionan entre la clase de los compuestos
[B-ceto-Esteres, a-ceto-ésteres, y-ceto-ésteres, S-dicetonas, y-dicetonas, §-dicetonas, S-halégeno-cetonas, a-halégeno-
cetonas, aa-dihalégeno-cetonas, a-alcoxi-cetonas, a-aciloxi-cetonas, S-alcoxi-cetonas, a-alquinil-cetonas, alquenil-
cetonas, a-dicetonas, @a-dialcoxi-cetonas, aril-cetonas y heteroaril-cetonas.

En particular, como compuestos de la Férmula general (I), se adecuan éster metilico de acido 3-oxo-butanoico,
éster etilico de acido 3-oxo-butanoico, éster metilico de acido 4-cloro-3-oxo-butanoico, éster etilico de acido 4-cloro-
3-oxo-butanoico, éster metilico de 4cido 3-oxo-pentanoico, éster etilico de dcido 3-oxo-pentanoico, 1-cloro-propan-2-
ona, 1,1-dicloro-propan-2-ona, 3-oxo-butan-2-ona, 2,6-dimetil-hexano-3,5-diona, 2,7-dimetil-hexano-3,6-diona, 2,4-
hexano-diona, 2,4-pentano-diona, éster terc.-butilico de dcido 3-oxo-butanoico, 2,5-hexano-diona, 4-trimetilsilil-3-
butin-2-ona, 4-triisopropilsilil-3-butin-2-ona, 1-cloro-4-trimetilsilil-3-butin-2-ona, 1-cloro-4-triisopropilsilil-3-butin-
2-ona o 1-cloro-butin-2-ona, 1-cloro-butan-3-ona, butanona, pentan-2-ona, hexan-2-ona, heptan-2-ona, octan-2-ona,
3-penten-2-ona, 1-acetoxi-propan-2-ona, ciclopent-2-en-1-ona, éster metilico de dcido 3-oxo-tetradecanoico, éster
metilico de 4cido 3-oxo-dodecanoico, éster etilico de acido 2-oxo-propidnico, 1,4-dicloro-butanona, acetofenona, 3-
metil-butanona, 1-benciloxi-propan-2-ona o 2-metil-ciclopentanona.

Los compuestos de la Férmula general (I) se emplean en el procedimiento conforme al invento en una proporcién
de 1% a 50%, referida al volumen total de cada una de las tandas de reaccion, preferiblemente de 3% a 25%, en
particular de 5% a 15%.

La mezcla de reaccién deberia tener por lo general un valor del pH de 5 a 10, de manera preferida de 6 a 9.

La fase acuosa (medio de reaccién) contiene preferiblemente un tampdn, en particular un tampén de fosfato de
potasio / hidrégeno-fosfato de potasio, de tris(thidroximetil)aminometano / HCI o de trietanolamina / HCI, con un
valor del pH de 5 a 10, preferiblemente con un valor del pH de 6 a 9. La concentracién del tamp6n deberia ser de 5
mM a 150 mM.

Adicionalmente, la fase acuosa puede contener también iones de magnesio, por ejemplo en forma de MgCl, afiadi-
do en una concentracién de 0,2 mM a 10 mM, de manera preferida de 0,5 mM a 2 mM, referida a la cantidad empleada
de agua. Junto a esto, la fase acuosa puede contener otras sales adicionales, tales como por ejemplo NaCl, asi como
otros aditivos, tales como por ejemplo dimetil-sulféxido, glicerol, glicol, etilenglicol, sorbitol, manitol o azdcares.

Como coenzima se pueden emplear por ejemplo NADP, NADPH, NAD, NADH o sus sales. La concentracién de
la coenzima en la fase acuosa es de manera preferida de 0,01 mM a 0,25 mM, de manera especialmente preferida de
0,02 mM a 0,1 mM.

Como agente de reduccion se afiade a la fase acuosa en general un alcohol secundario, de manera preferida iso-
propanol. La cantidad de alcohol, afiadida en cada tanda, es de 1% a 60%, referida al volumen total de la tanda, de
manera preferida de 1% a 50%, en particular de 1 a 30%, de manera especialmente preferida de 4% a 15%.

Como agente de reduccion se pueden afiadir también dcido férmico o las sales del 4cido férmico, en particular
formiato de sodio, lo que eventualmente hace necesaria la adicién de sustancias adicionales tales como por ejemplo
formiato-deshidrogenasa (FDH).

Apropiadas alcohol-deshidrogenasas proceden por ejemplo de levaduras, de higados de caballos o de Rhodococcus
erythropolis, necesitando estas enzimas NADH como coenzima, o proceden de Thermoanaerobium spec., Lactobaci-
llus kefir o Lactobacillus brevis, necesitando estas enzimas NADPH como coenzima.

La alcohol-deshidrogenasa se puede emplear en el procedimiento conforme al invento ya sea totalmente purificada
o parcialmente purificada o en células que la contienen. Las células empleadas pueden presentarse en tal caso en estado
nativo, permeabilizadas o lisadas.

La actividad volumétrica de la alcohol-deshidrogenasa empleada es de 100 unidades / ml (U/ml) hasta 5.000 U/ml,
de manera preferida de aprox. 1.000 U/ml. En la fase acuosa, que se emplea de nuevo después de una extraccién de
los productos, estd a disposicion para la reaccion en cada caso 1 kg de compuesto de la Férmula general (I), de manera
preferida de 50.000 a 700.000 U de la alcohol-deshidrogenasa (ADH). De manera especialmente preferida, la ADH se
emplea en la fase acuosa con mds de 15 U/ml.

La temperatura de la mezcla de reaccion es de manera preferida de 0°C a 60°C, de manera especialmente preferida
de 20°C a 40°C.
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En el transcurso de la reaccién se puede afiadir una cantidad adicional del agente de reduccién o del producto de
partida, en particular en forma de cetonas de la Férmula general (I).

La reacciodn se lleva a cabo bajo una presion reducida.

Dependiendo del tipo y de la cantidad de la alcohol-deshidrogenasa empleada y del compuesto empleado de la
Férmula general (1), el periodo de tiempo de reaccion estd entre 30 min y 50 h, de manera preferida entre 1 h'y 20 h.

La extraccion con la fase de extraccién no miscible con agua, que contiene un disolvente orgédnico, se puede
efectuar en tal caso de un modo discontinuo (por tandas) o de un modo continuo. En las posibles formas de realizacién
para la etapa de extraccion, la extraccién puede abarcar la extraccion total (discontinua) o una parte del medio de
reaccion, en particular en el caso de la extraccién continua.

La fase acuosa (medio de reaccién), que contiene el deseado producto de reaccidn, se extrae con una segunda fase,
que contiene un disolvente orgdnico no miscible con agua, segtin un modo conocido por un experto en la especiali-
dad, discontinuamente o de manera preferida continuamente. Para el procedimiento conforme al invento es suficiente
también una extraccidn incompleta de los productos a partir de la mezcla acuosa de reaccion.

De acuerdo con el procedimiento conforme al invento, en el caso de una extraccién discontinua (por tandas), frente
a los procedimientos de 2 fases que son conocidos a partir del estado de la técnica, una fase adicional, no miscible
con el medio acuoso de reaccion, que se ha obtenido por adicién de un disolvente orgédnico, estd presente tan s6lo
en una segunda etapa, después de haberse efectuado la reduccion, con el fin de realizar la extraccion de los deseados
productos de reaccion.

En el caso de la extraccién continua de acuerdo con el procedimiento conforme al invento, el medio acuoso de
reaccién de uno o varios recipientes de reaccién se pone en contacto, en una instalacion de extraccién conectada,
dispuesta por separado, con la fase de extraccién orgdnica. Preferiblemente, se extrae solamente una parte del medio
de reaccion. En una forma especialmente preferida de realizacion, el medio de reaccién se pone en contacto, en una
parte separada de la instalacién, con la fase de extraccién en porciones y en una corriente uniforme, y se separa de
nuevo (desmezcladura).

En una posible forma de realizacién de la extraccién continua en una corriente uniforme, se utiliza una colum-
na de extraccién, en la que la fase acuosa y la fase de extraccién se ponen en contacto en contracorriente en una
columna vertical, preferiblemente en una columna de vidrio, que contiene platos perforados, los cuales conducen al
arremolinamiento y/o al mezclamiento a fondo de las fases.

La extraccién continua ha de preferirse en particular en el caso de que el procedimiento conforme al invento tenga
que realizarse de un modo continuo durante un prolongado periodo de tiempo.

En una forma de realizacién especialmente preferida, en varios recipientes de reaccion se lleva a cabo paralelamen-
te la reduccion en la fase acuosa de acuerdo con la etapa a) y a continuacidn, a partir de uno o varios de los recipientes,
el medio acuoso de reaccién se saca total o parcialmente y se extrae por separado del modo que arriba se ha descrito.
La fase acuosa extraida a continuacién se puede hacer reaccionar ulteriormente de modo inmediato, mientras que las
porciones todavia no extraidas se aportan de una manera continua a la extraccién y a continuacién a otro recipiente
distinto. De esta manera se pueden realizar varias tandas de reaccién de modo desfasado en el tiempo y paralelamente
en varios recipientes de reaccién. De esta manera se evitan también al mismo tiempo tiempos de permanencia sin
usar del medio acuoso de reaccién, que contiene enzimas. Como consecuencia, solamente aquella parte del medio
acuoso de reaccién que atraviesa precisamente en ese momento la etapa b) (extraccion), no es productiva transitoria-
mente.

De manera preferida, en el caso de la extraccidn, independientemente de que ésta se realice de una manera dis-
continua o continua, se pretende un tiempo de contacto lo mds corto que sea posible entre una fase acuosa (medio de
reaccion) y una fase orgdnica de extracciéon. Son especialmente preferidos unos tiempos de contacto entre 1 min y 60
min, en particular de 1 min a 10 min.

Como disolventes orgdnicos son apropiados todos los disolventes no miscibles con agua, que pueden aislar el
alcohol secundario formado a partir de la fase acuosa.

Se utilizan preferentemente disolventes organicos, seleccionados entre el conjunto de los ésteres y/o éteres y/o
alcanos.

Se prefieren especialmente acetato de etilo, acetato de metilo, acetato de propilo, acetato de isopropilo, acetato
de butilo, acetato de terc.-butilo, dietil-éter, diisopropil-éter, dibutil-éter, terc.-butil-metil-éter (MTBE), n-pentano, n-
hexano y n-heptano, o sus mezclas.

De manera muy especialmente preferida, se utiliza el MTBE.
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Después de la separacion de la fase organica de extraccion, ésta es tratada preferiblemente por destilacion, consi-
guiéndose un enriquecimiento del producto de la reaccidn, y produciéndose la separacion desde parcial hasta total de
productos secundarios desde el disolvente de extraccidn, y éste se puede emplear de nuevo para la extraccion.

El disolvente orgéanico, tratado por destilacion, se puede utilizar para el empleo repetido o respectivamente continuo
en la extraccion.

La fase acuosa, que queda después de la extraccion, es mezclada, en el procedimiento conforme al invento de
nuevo, con el producto de partida de la Férmula general (I) (compuesto cetdnico) y con un agente de reduccion, y es
incubada. En tal caso, antes de la incubacién, se pueden afiadir en caso necesario adicionalmente una enzima y una
coenzima.

La reduccion se lleva a cabo a presion reducida, en general a una presion de 1 mbar a < 1 bar, de manera preferida
de 1 mbar a 100 mbar, de manera especialmente preferida de 30 mbar a 70 mbar, y los componentes, que en tal caso
son facilmente volatiles, se eliminan de una manera continua desde el sistema de reaccidn.

En particular, este modo de proceder es apropiado en el caso del empleo de isopropanol como agente de reduccién
y de la eliminacién continua de los componentes facilmente volétiles, que comprenden acetona, desde la mezcla de
reaccion.

De esta manera, se consigue sorprendentemente un rendimiento especialmente bueno de extraccion y una posibili-
dad de utilizacién renovada de la fase de extraccion.

Mediante purificacion de la solucidn orgénica de reaccidn, que contiene el producto bruto, por ejemplo mediante
una destilacién fina, se obtiene el producto final deseado.

Los productos asi obtenidos se distinguen tipicamente por unos rendimientos > 95% y unos excesos enantioméricos
(ee) > 99%.

El procedimiento conforme al invento hace posible el empleo renovado de un medio acuoso de reaccidn, que
contiene enzimas, para la conversién de cetonas en alcoholes quirales. Los altos rendimientos de espacio - tiempo
que se establecen y el consumo de enzimas por mol de producto, que es pequefio mediante el empleo repetido de
la solucién de enzimas, hacen posible la conversion barata de cetonas en alcoholes quirales mediando utilizacién de
enzimas.

Ademais, el empleo renovado permite prescindir de una costosa extraccion total del producto y en vez de ésta llevar
a cabo una extraccion sdlo parcial, que es menos costosa. Ademds, de esta manera se puede disminuir drasticamente
la fase acuosa que se ha de evacuar como residuo.

En la forma de realizacion especialmente preferida se garantiza ademds una extraccioén especialmente eficiente de
los productos, con un pequefo consumo de disolvente de extraccion.

Los procedimientos conocidos a partir del estado de la técnica - independientemente de que se trate de procesos
de una sola fase o de dos fases - para la preparacién, catalizada enzimaticamente, de alcoholes quirales partiendo de
cetonas proquirales, no dan a un experto en la especialidad ningin indicio de que la separacién durante el proceso
entre la reduccién y la extraccién, combinada con una devolucién de la fase acuosa, conduzca a ventajas significativas
del tipo expuesto.

El invento es explicado mediante los siguientes Ejemplos:
Ejemplo 1a
Utilizacion del éster etilico de dcido acetoacético en una fase acuosa
Realizacion

400 ml de una solucién de agua, un tampén de fosfato (50 mM), isopropanol (1,0 M), 25 U/ml de ADH-LB
(extracto bruto), la sal de disodio de NADP (0,0415 mM) y el éster etilico de dcido acetoacético (0,5 M) de pH 6,5,
se cargaron en un matraz de fondo redondo con una capacidad de 500 ml, provisto de un agitador magnético y de un
refrigerante de reflujo, y se agitaron enérgicamente a 30°C. Después de 19 horas, la solucién se extrajo 4 veces cada
vez con 400 ml de metil-terc.-butil-éter (MTBE), y el producto se aislé6 mediante concentracién por evaporacion de
las fases orgdnicas. Mediante una espectroscopia de GC (cromatografia de gases) y de RMN (resonancia magnética
nuclear) se determiné el rendimiento del (R)-éster etilico de dcido 3-hidroxi-butanoico en el pesaje final.
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Resultado

° Rendimiento de producto: 190 mmol (95%)

. Rendimiento de espacio - tiempo: 25 mol/m*h
Ejemplo 1b

Empleo renovado de la fase acuosa extraida
Realizacion

La fase acuosa del Ejemplo 1a, que quedaba después de una extraccién con MTBE, se mezcld con isopropanol
(400 mmol) y con éster etilico de 4dcido acetoacético (200 mmol), y después de haber ajustado a un pH de 6,5 se carg6
en un matraz de fondo redondo con una capacidad de 500 ml, provisto de un agitador magnético y de un refrigerante
de reflujo, y se agit6 enérgicamente a 30°C.

Después de 19 horas, la solucidn se extrajo 4 veces cada vez con 400 ml de MTBE, y el producto se aislé mediante
concentracion por evaporacion de las fases organicas. Mediante una espectroscopia de GC y de RMN se determind el
rendimiento del (R)-éster etilico de dcido 3-hidroxi-butanoico en el pesaje final.

Resultado
. Rendimiento de producto: 190 mmol (95%)
. Rendimiento de espacio - tiempo: 25 mol/m*h

Ejemplo comparativo 2a
Reaccion del éster etilico de dcido acetoacético en la mezcla de dos fases
Realizacion

200 ml de una solucién de agua, un tampé6n de fosfato (50 mM), isopropanol (1,0 M), 25 U/ml de ADH-LB
(extracto bruto), la sal de disodio de NADP (0,0415 mM) y el éster etilico de 4cido acetoacético (0,5 M) de pH 6,5, se
mezclaron con 200 ml de MTBE y se cargaron en un matraz de fondo redondo con una capacidad de 500 ml, provisto
de un agitador magnético y de un refrigerante de reflujo, y se agitaron enérgicamente a 30°C.

Después de 19 horas, la fase orgénica se separd, la solucién acuosa se extrajo 3 veces cada vez con 200 ml de MTBE
y el producto se aislé mediante concentracion por evaporacion de las fases orgdnicas. Mediante una espectroscopia de
GC y de RMN se determiné el rendimiento del (R)-éster etilico de 4cido 3-hidroxi-butanoico en el pesaje final.

Resultado
° Rendimiento de producto: 83 mmol (83%)
. Rendimiento de espacio - tiempo: 10,9 mol/m*h

Ejemplo comparativo 2b
Empleo renovado de la fase acuosa extraida
Realizacion

La fase acuosa del Ejemplo 2a, que quedaba después de una extraccién con MTBE, se mezcl6 con isopropanol
(200 mmol) y con el éster etilico de 4cido acetoacético (100 mmol), y después de haber ajustado a un pH de 6,5, se
mezcl6 con 200 ml de MTBE y se cargd en un matraz de fondo redondo con una capacidad de 500 ml, provisto de un
agitador magnético y de un refrigerante de reflujo, y se agit6é enérgicamente a 30°C.

Después de 19 horas, 1a fase orgénica se separd, la solucién acuosa se extrajo 3 veces cada vez con 200 ml de MTBE
y el producto se aislé6 mediante concentracidn por evaporacioén de la fase organica. Mediante una espectroscopia de
GC y de RMN se determiné el rendimiento del (R)-éster etilico de 4cido 3-hidroxi-butanoico en el pesaje final.

Resultado
° Rendimiento de producto: 85 mmol (85%)
° Rendimiento de espacio - tiempo: 11,2 mmol/m*h
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TABLA 1

Ejemplo la Eiemplo 1b Ejemplo Ejemplo

de 1 fase / { de 1 fase / comparativo 2a comparativo 2b

primer enplec de 2 fases / de 2 fases /

empleo rencvado primer empleo empleo renovado
Rendimiento | 95 % 85 = 83 3 85 %
Rendimiento | 25 mol/m‘h 25 mol/m'h 1¢,9 mol/r’h 11,2 mol/m*/h
de espacio
~ tiempo

El sistema de una sola fase muestra, tanto en el caso del primer empleo como también en el caso del empleo renova-
do de la fase acuosa extraida, una mejor conversion del substrato y un rendimiento de espacio - tiempo manifiestamente
mads alto que el sistema de dos fases, obtenido por adicién de MTBE.

Ejemplo 3

Preparacion, catalizada enzimdticamente, del (R)-éster etilico de dcido 3-hidroxi-butanoico a la escala de 100 I,
mediando empleo renovado de la fase acuosa que contiene enzimas

Para la sintesis, catalizada enzimaticamente, del (R)-éster etilico de dcido 3-hidroxi-butanoico se empled una al-
cohol-deshidrogenasa recombinante procedente de Lactobacillus brevis (= ADH-LB) como extracto bruto con una
actividad volumétrica media de 1,08 kU/ml, y como coenzima se empleé la sal de disodio de 5-NADP (con una pureza
quimica de 97%).

3A. Primer empleo

TABLA 2
Sustancia Cantidad o volumen
Agua 84 1
NaCl 0,84 kg
KOH* aprox. 0,39 kg
Acido fosférico (al 85 %) 0,29 1
MgCl, x 6H,0 17,1 g
Isopropanol 7,65 1
Acetoacetato de etilo 6,51 kg
Sal de disodio de NADP 3,27 g
ADH-LB (1,08 kU/ml) 2,31

* Para el ajuste de un pH de 6,5, por lo tanto no es

ningun dato cuantitativo exacto.

El volumen total de la mezcla acuosa fue de aprox. 100 1.
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En un recipiente esmaltado con dispositivo de agitacidn, el valor del pH de la solucién de cloruro de magnesio,
cloruro de sodio, 4cido fosférico y agua se ajusté al valor de 6,5 mediante adicién de KOH y a continuacion se
afiadieron la sal de NADP y el extracto enzimatico bruto. Después de haber calentado la mezcla a 30°C, se afiadieron
el acetoacetato de etilo y el isopropanol.

La mezcla se agité durante aprox. 17 h hasta que el grado de conversidn, segiin un andlisis por GC o respec-
tivamente RMN, era > 97%, siendo mantenida la temperatura de la mezcla entre 20 y 30°C, y siendo controlado
constantemente el valor del pH.

La fase acuosa se extrajo continuamente en contracorriente con 400 1 de terc.-butil-metil-éter (MTBE) (caudal de
la fase de extraccion (fase orgdnica) / caudal del medio de reaccién (fase acuosa) aprox. 4/1) y la fase acuosa extraida
se devolvi6 al recipiente de reaccidn para su empleo renovado. La fase orgédnica fue en tal caso redestilada de un
modo continuo, de manera tal que el (R)-éster etilico de 4cido 3-hidroxi-butanoico aislado permaneci6 totalmente en
el colector de la parte inferior de la columna de destilacion.

La separacién de fases al realizar la extraccion se efectud instantdnea y totalmente.

3B. Primer empleo renovado de la fase acuosa

La solucién acuosa extraida se mezclé con 7,65 1 de isopropanol y 6,51 kg de acetato de etilo. La mezcla se aument6
de concentracion con un extracto bruto de ADH-LB. En este Ejemplo se aumentd de concentracién generalmente con
un 10% de la cantidad inicial, es decir en cada caso con aprox. 25 kU de ADH-LB. Asimismo, para el empleo renovado
en este Ejemplo, se empled generalmente cada vez un 10% de la cantidad inicial, es decir 0,327 g de la sal de disodio
de NADP. El pH se ajustd, en caso necesario por adiciéon de KOH, al valor de 6,5.

La realizacion de la reaccion se efectué de una manera andloga a la del Ejemplo 3A.

La solucién acuosa se extrajo de una manera andloga a la del Ejemplo 3A con MTBE redestilado procedente del
Ejemplo 3A.

3C. Segundo empleo renovado de la fase acuosa

La solucidén acuosa extraida procedente del Ejemplo 3B se aumenté de concentracién de una manera andloga a la
del Ejemplo 3B y se hizo reaccionar de una manera andloga a la del Ejemplo 3A.

Puesto que la velocidad de separacidn entre fases, segtin la experiencia, disminuye después de un empleo renovado
del MTBE redestilado, esta fase de extraccion, después de un tratamiento por destilacion y de una separacion del
producto, fue desechada y reemplazada por 400 1 de MTBE de nueva aportacion.

3D. Empleos renovados tercero a quinto de la fase acuosa

La realizacion de las reacciones se efectué de una manera andloga a la de los Ejemplos 3B y 3C.

La realizacion de las extracciones se efectudé de una manera andloga a la de los Ejemplos 3A hasta 3C.

Al disminuir la velocidad de separacidn entre fases, la fase de extraccién orgdnica redestilada fue reemplazada, en
cada caso de una manera andloga, por MTBE de nueva aportacion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 3

Resumen de los resultados de los Ejemplos 3A hasta 3D

(3D/3)

Ejemplo 3 Tiempo (h) Conversién (%) ee
Primer empleo (3A) 17 99 >99 ¢
1° Empleo renovado 17 98 >990 g
(3B)

2° Empleo renovado 16 97 >99 %
(3C)

3° Empleo renovado 17 98 >99 %

(3D/1)
4° Empleo renovado 17 98 >99 %

(3D/2)
5° Empleo renovado 17 98 >99 %

3E. Destilacion del producto bruto

Después de una separacion total del MTBE y de una mds amplia eliminacidn del isopropanol, se pudieron obtener
mediante destilacion fraccionada 38 kg (96%) del (R)- éster etilico de 4cido 3-hidroxi-butanoico con una pureza
quimica de >99% y una pureza 6ptica de >99% ee.
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TABLA 4
Ejemplo 3
Cantidad empleada de 39,06 kg (300 mol)
substrato:
Rendimiento: 96 % 38,02 kg (288 mol)

Rendimiento de
espacio - tiempo:

28,5 mol/m’h

684 mol/m’d

Consumo de enzima:

1,25 MU

4,3 kU/mol de producto

Consumo de coenzima:

©,23 mmol

17 mg/mol de producto

10
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Ejemplo 4
(Procedimiento conforme al invento)

Preparacion, catalizada enzimdticamente, del (R)-éster etilico de dcido 3-hidroxi-butanoico mediando empleo reno-
vado de la fase acuosa que contiene enzimas a presion reducida

4A. Primer empleo

Se emplearon los mismos reactivos en igual cantidad o respectivamente volumen que en el Ejemplo 3A (véase la
Tabla 2).

La mezcla de reaccidn se preparé de una manera andloga a la del Ejemplo 3A.

Después de haber cerrado el recipiente de reaccion, se ajusté en el espacio interior, por bombeo sobre la mezcla
de reaccion, una presién de aprox. 60 mbar. La mezcla se agité durante aprox. 17 h hasta que el grado de conversion,
segun el andlisis por GC o respectivamente RMN fuese >97%, siendo mantenida la temperatura de la mezcla entre 20
y 30°C y siendo controlado constantemente el valor del pH.

La solucién acuosa se extrajo continuamente con 400 1 de terc.-butil-metil-éter (MTBE) en contracorriente (caudal
de la fase de extraccion (fase orgdnica) / caudal del medio de reaccién (fase acuosa) aprox. 4 / 1).

La fase orgénica fue redestilada continuamente en tal caso de manera tal que el (R)-éster etilico de 4cido 3-hidroxi-
butanoico aislado qued6 totalmente en el colector de la parte inferior de la columna de destilacién. La fase acuosa
extraida se devolvid para su empleo renovado en el recipiente de reaccion. La separacion de fases durante la extraccién
se efectuaba de una manera instantnea y total.

4B. Empleo renovado de la fase acuosa

La solucién acuosa extraida se mezcl6 con 7,65 1 de isopropanol y 6,51 kg de acetato de etilo. La mezcla se aumentd
de concentracion con el extracto bruto de ADH-LB. En este Ejemplo se aumenté de concentracion generalmente con
un 10% de la cantidad inicial, es decir en cada caso con aprox. 25 kU de ADH-LB. Asimismo, para el empleo renovado
en este Ejemplo se afiadi6 generalmente cada vez un 10% de la cantidad inicial, es decir 0,327 g de sal de disodio de
NADP. El pH se ajustd, en caso necesario por adicién de KOH, al valor de 6,5.

La realizacion de la reaccién se efectué de una manera andloga a la del Ejemplo 4A. El tratamiento se efectud de
una manera andloga a la del Ejemplo 4A.

El empleo renovado de la fase acuosa se realizé de una manera andloga en total 5 veces (Ejemplo 4B/a - 4B/e).
En el caso de la realizacién del procedimiento conforme al invento bajo una presién reducida, el contenido en
acetona del MTBE se mantiene por debajo del limite critico, y la separacién de fases al realizar las extracciones se

efectuaba en cada caso de una manera instantdnea y total. La fase de extraccién se puede utilizar renovadamente de
esta manera con cualquier frecuencia.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)

11
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TABLA 5

Resumen de los resultados de los Ejemplos 4A y 4B/a hasta 4B/e

Ejemplo 4 Tiempo (h) Conversidén (%) ee
Primer empleo (4A) 17 99 599 &
1° Empleo renovado 17 98 >99 %
(4b/a)

2° Empleo renovado 16 97 >99 %
(4B/b)

3° Empleo renovado 17 98 >99 %
(4B/c)

4° Empleo renovado 17 98 >39 %
(4B/4)

5° Empleo renovado 17 99 >99 %
(4B/e)

4C. Destilacion del producto bruto

Después de una separacion total del MTBE y de una amplia eliminacién del isopropanol, se pudieron obtener,
mediante destilacioén fraccionada, 38,4 kg (97%) del (R)-éster etilico de 4cido 3-hidroxi-butanoico con una pureza

quimica de >99% y una pureza 6ptica de >99% ee.

TABLA 6

Ejemplo 4

Cantidad empleada
de substrato:

39,06 kg (300 mol)

Rendimiento:

97

o\e

38,42 kg (291 mol)

Rendimiento de
espacio - tiempo:

28,8 mol/m’h

691 mol/m’d

Consumo de enzimas:

1,25 MU

4,3 kU/mol de producto

Consumo de coenzima

©,23 mmol

17 mg/mol de producto

¢ El empleo renovado de la fase acuosa extraida proporcioné unos grados de conversién y unos excesos enantio-

meéricos constantemente altos.

e El disolvente redestilado de extraccion se pudo emplear de nuevo sin ninguna limitacion.

12
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TABLA 7

Ejemplo 3 Ejemplo 4

renovado del disolvente de
extraccidn

Conversidén de la fase acuosa a | no Si
presidén reducida
Capacidad para el empleo 2 veces ilimitada

Ejemplo 5

Preparacion, catalizada enzimdticamente, del (S)-2-hexanol en la escala de 4.000 I, mediando empleo renovado de la

fase acuosa que contiene enzimas

Para la sintesis, catalizada enzimaticamente, del (S)-2-hexanol se empled una alcohol-deshidrogenasa recombi-
nante procedente de Thermoanaerobium spec. (= ADH-T) como extracto bruto con una actividad volumétrica media

de 545 U/ml, y como coenzima se empled la sal de disodio de S-NADP (pureza quimica 97%).

5A. Primer empleo

TABLA 8

Sustancia Cantidad o volumen

Agua 2.960 1
NaOH* aprox. 9,8 kg*
Acido fosforico (al 85 %) 17,6 kg
MgCl, x 6H;0 600 g
Iso-propanol 800 1
2-hexanona 199,5 kg

Sal de disodio de NADP 160 g

ADH-T (545 U/ml) 22 1

* Para el ajuste de un pH de 7,0, por lo tanto no es

ningun dato cuantitativo exacto

El volumen total de la mezcla acuosa fue de aprox. 4.000 1.

En un recipiente esmaltado con una capacidad de 8.000 1. provisto de un dispositivo de agitacion, el valor del pH
de la solucién de cloruro de magnesio, acido fosfdrico y agua se ajustd, por adiciéon de NaOH, al valor de 6,5, y a
continuacidn se afiadieron 2-hexanona, isopropanol, la sal de NADP y el extracto enzimatico bruto. Después de haber
ajustado el pH de 7,0 por adicién de NaOH, la mezcla se calenté a 30°C.

La mezcla se agité durante tanto tiempo hasta que el grado de conversion fuese de 74% segun un anélisis por GC.

13
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La fase acuosa fue extraida dos veces con n-heptano (600 1y 400 1) y la fase acuosa extraida se devolvié al
recipiente de reaccidn para su empleo renovado y se agité durante varias horas bajo vacio (<100 mbar) y mediando
insuflacién de nitrégeno. El extracto orgdnico se almacend de modo intermedio.

5B. Empleo renovado de la fase acuosa

La solucién acuosa extraida se mezcl6 con 573 1 de isopropanol y 160 kg de 2-hexanona. El pH fue ajustado con
NaOH al valor de 7,0, y la temperatura fue ajustada a 30°C.

La realizacion de la reaccion se efectué de una manera andloga a la del Ejemplo SA.

La mezcla se agité durante tanto tiempo hasta que el grado de conversion fuese de 70% segtn un analisis por GC.
La extraccién subsiguiente se efectué de una manera andloga a la del Ejemplo 5A.

5C. Purificacion del extracto en heptano

Los extractos en heptano reunidos se concentraron después de haber sacado el agua desde el circuito y a continua-
cidn se destilaron de una manera fraccionada.

En tal caso se pudieron obtener en total 216 kg (59% del rendimiento tedrico) de (S)-2-hexanol de >99% ee.

TABLAS 9+10

Resumen de los resultados de los Ejemplos 5A hasta 5C

Reaccidn Conversidn (%) Ee
Primer empleo (5A) 74 >99 %
Empleo renovado 70 >39 %
(5B)
Destilacidn Rendimiento % del tedrico Ee
(5C)
(S)-2-hexanol 216 kg 59 >99 %

Ejemplo 6
Preparacion, catalizada enzimdticamente, del (S)-2-pentanol a la escala de 3.000 1
Para la sintesis, catalizada enzimaticamente, del (S)-2-pentanol se empleé una alcohol-deshidrogenasa recombi-

nante procedente de Thermoanaerobium spec. (= ADH-T) como extracto bruto con una actividad volumétrica media
de 545 U/ml, y como coenzima se empleo la sal de disodio de 3-NADP (pureza quimica 97%).

14
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6A. Primer empleo

TABLA 11
Sustancia Cantidad o volumen
Agua 1.200 1
NaCH (aqgq., 25 % p/v)* aprox. 10 1*

Acido fosférico (al 85 %) |5 kg

MgCl, x 6H,0 183 g
Iso-propanol 1.350 1
2-Pentanona 175 kg
Sal de disodio de NADP 106 g
ADH-T (545 U/ml) 14,7 1

* Para el ajuste de un pH de 7,0, por lo tanto no es

ningun dato cuantitativo exacto.

El volumen total de la mezcla acuosa fue de aprox. 2.700 1.

En un recipiente esmaltado con una capacidad de 5.000 1, provisto de un dispositivo de agitacion, una solucién
de cloruro de magnesio, 4cido fosférico, agua y NaOH de pH 6,5 se mezclé con 2-pentanona, isopropanol, la sal de
NADRP y la solucién del extracto enzimatico bruto. A un pH de 7,0, la mezcla se calent6 a 40°C.

La mezcla se agité durante tanto tiempo hasta que el grado de conversion fuese de 66% segun el andlisis por GC.

La fase acuosa fue extraida dos veces con n-pentano (1000 1y 300 1) y la fase acuosa extraida se devolvié al
recipiente de reaccion para su empleo renovado, y se agitd bajo vacio (<100 mbar) y mediando insuflacién de nitrégeno
durante varias horas. El extracto organico se almacené de un modo intermedio.

6B. Empleo renovado de la fase acuosa

La solucién acuosa extraida se mezclé con 1.350 1 de isopropanol y 175 kg de 2-pentanona. El pH se ajust6 con
NaOH al valor de 7,0, y la temperatura se ajusté a 40°C.

La realizacion de la reaccion se efectué de una manera andloga a la del Ejemplo 6A.

La mezcla se agit6 durante tanto tiempo hasta que el grado de conversion fuese de 64% segtin un anélisis por GC.
La subsiguiente extraccion se efectué de una manera andloga a la del Ejemplo 6A.

6C. Purificacion del extracto en pentano

Los extractos en pentano reunidos se aumentaron de concentracion después de haber sacado el agua desde el
circuito y a continuacién se destilaron fraccionadamente.

En tal caso se pudieron obtener en total 208 kg (58% del rendimiento teérico) de (.S)-2-pentanol de >99% ee.

15
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TABLAS 12+13

Resumen de los resultados del Ejemplo 6

Reaccidn

Conversioén (%) | ee

Primer empleo (

6A) 66 >99

o

Empleo renovado

(6B) | 64 >99 3

Destilacidén (6C)

Rendimiento | % del teérico Ee

(S)-2-pentanol

208 kg 58 >99 %
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la preparacion de alcoholes secundarios quirales, que contiene las etapas de

a) reduccidn de un compuesto ceténico en un medio acuoso de reaccidn, que contiene agua, un agente de reduc-
cion, una alcohol-deshidrogenasa y una coenzima, bajo presion reducida y mediando eliminacién de los componentes
facilmente volatiles desde el sistema de reaccion,

b) extraccion del alcohol secundario formado mediante una fase adicional, que contiene un disolvente orgdnico no
miscible con agua, mediando arremolinamiento y/o mezclamiento a fondo de las fases acuosas y orgdnicas,

¢) después de una desmezcladura de las fases, separaciéon de la fase utilizada para la extraccién, y utilizacién
renovada del medio acuoso de reaccién en la etapa a).

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque como agente de reduccién se emplea
isopropanol.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque como agente de reduccidn se emplea
dcido férmico o una sal del 4cido férmico.

4. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la fase utilizada
para la extraccion es de metil-terc.-butil-éter.

5. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el tiempo de
contacto entre el medio acuoso de reaccion y la fase orgdnica de extraccion es, en el caso de la extraccion, de 1 min
hasta 10 min.

6. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque se emplean al-
cohol-deshidrogenasas procedentes de levaduras, higados de caballos, Rhodococcus erythropolis, Thermoanaerobium
spec., Lactobacillus kefir o Lactobacillus brevis.

7. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque como coenzimas
se emplean NADP, NADPH, NAD, NADH o sus sales.

8. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque como compuestos
cetonicos se emplean cetonas proquirales de la Férmula general (I)

R'-C(0)-R? @

realizdndose que

R'y R? se seleccionan, independientemente uno de otro, entre el conjunto que contiene alquilo C,-Cy, cicloalquilo
C;3-Cy, arilo Cs-Cy, heteroarilo C;-Cy, alquenilo C,-Cy, aralquilo Cs-Cy, alquilarilo Cs-Cy, 0 R! y R? en comiin
pueden formar un anillo,

y R! y R? eventualmente, de manera independiente uno de otro, pueden estar sustituidos con uno o varios radicales
Z, realizdndose que

Z se selecciona entre el conjunto que contiene fluoro, cloro, bromo, yodo, -CN, -NO,, -NO, -NR*OR?, -CHO,
-SO;H, -COOH 0 -R* y

R® representa hidrégeno o puede tener los significados de R!, y

en R' y R? uno o varios grupos metileno, eventualmente de manera independiente unos de otros, pueden ser
reemplazados por grupos Y iguales o diferentes, realizdndose que

Y se selecciona entre el conjunto que contiene -CR?*=CR?-, -C=C-, -C(0)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -C(0)OC(0O)-,
-0O-, -0-0-, -CR3=N-, -C(0)-NR?-, -N=N-, -NR3-NR?-, -NR?*-O-, -NR?-, -P(0)(OR?*)O-, -OP(O)(R*)O-, -P(R%)-, -P
(O)(R?)-, -S-, -S-S-, -S(0O)-, -S(0),-, -S(O)NR3-, -S(0)(OR»)O-, -Si(R?),-, -Si(R?),0-, -Si(R*)(OR?)-, -0Si(R?),0-,
-0Si(R?),- 0 -Si(R?),08i(R?),-.
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