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ES 2264 981 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para la preparacién de dihidroxiésteres y sus derivados.

La presente invencion se refiere a un procedimiento estereoselectivo para la preparacion de dihidroxiésteres, y sus
derivados.

La reduccién microbiana del éster etilico del dcido 3,5-dioxo-6-(benciloxi)-hexanoico, para dar acido 3,5-dihidro-
xi-6-(benciloxi)hexanoico, se describe en el documento EP 0569998 y en Enzyme and Microbial Technology, 1993,
Vol. 15, 1014-1021 (Patel et al). En el documento WO 97/00968 se describe la reduccion microbiana de 6-ciano-5-
hidroxi-3-on-hexanoatos para dar los correspondientes 6-ciano-3,5-dihidroxi-hexanoatos de alquilo.

Segiln un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para la preparacién de un
compuesto de férmula (1)

OH OH
O

R—C’ (X)—CO,R
O

Férmula (1)
que comprende

a) reducir estereoselectivamente un compuesto de férmula (2)

OH O

HO (X)—CO,R

Férmula (2)

para producir un compuesto de férmula (3),

OH OH

HO (X)—CO,R

Foérmula (3)

y

b) esterificar el compuesto de férmula (3) en presencia de un compuesto de férmula R”-O-COR’ y de una
enzima de lipasa o hidrolasa, para formar de ese modo el compuesto de férmula (1); o

¢) esterificar un compuesto de férmula (2) en presencia de un compuesto de férmula R”-O-COR’ y de una
enzima de lipasa o hidrolasa, para formar de ese modo el compuesto de férmula (4),

OH O
R'—ﬁ'OM(X)—CozR
0]
Férmula (4)

y

d) reducir estereoselectivamente un compuesto de féormula (4) para producir un compuesto de férmula (1)
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en las que
X representa un grupo enlazante de hidrocarbilo opcionalmente sustituido,
R y R” representan, cada uno, un grupo hidrocarbilo opcionalmente sustituido, y

R’ representa un hidrocarbilo opcionalmente sustituido, preferiblemente un grupo alquilo opcionalmente sustitui-
do.

Los grupos hidrocarbilo representados por X, R, R’ o R” pueden estar sustituidos con uno o mds sustituyentes, y
pueden estar persustituidos, por ejemplo perhalogenados. Los ejemplos de sustituyentes incluyen halo, especialmente
fluoro y cloro, alcoxi, tal como alcoxi C;_4, y 0xo0.

Preferiblemente, X representa un grupo de férmula -(CH,),- enla que nes de 1 a4, y lo mas preferible X representa
un grupo de férmula -CH,-.

R” puede ser un grupo alquilo, tal como un grupo alquilo C;_¢, 0 un grupo alquilcarbonilo, tal como un grupo
alquil C,_g-carbonilo, por ejemplo un grupo CH;(C=0)- o CF;(C=0)-. R” es lo mas preferible un grupo vinilo o
isopropenilo.

R representa preferiblemente un grupo alquilo C,_4, que puede ser lineal o ramificado, y puede estar sustituido con
uno o mas sustituyentes. Lo mas preferible, R representa un grupo t-butilo.

R’ puede representar un alquilo sustituido, a menudo un alquilo C,_g4, tal como un grupo CF;- o CF;CH,-, pero es
preferiblemente un grupo alquilo C,_4 no sustituido, y de modo muy especial es un grupo metilo.

La reduccidn estereoselectiva de los compuestos de féormulas (2) o (4) emplea preferiblemente métodos de reduc-
cién quimica o microbiana, tal como hidrogenacién, hidrogenacién de transferencia, reduccién con hidruro metélico o
deshidrogenasas. Los ejemplos de un procedimiento de hidrogenacién adecuado, tal como el descrito en Helv. Chim.
Acta 69, 803, 1986, incluyen el uso de entre 0,01 y 10% (p/p) de catalizadores tales como platino, paladio o rodio,
sobre soportes heterogéneos tales como carbén, alimina, silice, usando hidrégeno molecular a una presién entre 1y 10
bares, en un disolvente tal como metanol, etanol, t-butanol, dimetilformamida, t-butilmetiléter, tolueno o hexano. Co-
mo alternativa, se pueden usar catalizadores de hidrogenacién homogéneos, tales como los descritos en el documento
EP0583171.

Los ejemplos de procedimientos de hidrogenacion por transferencia quimica adecuados incluyen los descritos en
Zassinovich, Mestroni y Gladiali, Chem. Rev. 1992, 92, 1051, o por Fuji et al en J. Am. Chem. Soc. 118, 2521, 1996.
Los procedimientos de hidrogenacién por transferencia quimica preferidos emplean complejos ligados quirales de
metales de transicion, tales como rutenio o rodio, especialmente complejos de rutenio arométicos neutros ligados con
diaminas quirales. Preferiblemente, tal hidrogenacién por transferencia quimica emplea un 4cido, especialmente una
sal de formiato tal como formiato de trietilamonio, como fuente de hidrégeno.

Se pueden usar reactivos de tipo hidruro metdlico, tales como los descritos en Tet. 1993, 1997, Tet. Asymm. 1990,
1,307, 0 J. Am. Chem. Soc. 1998, 110, 3560.

Los ejemplos de reducciones microbianas adecuadas incluyen poner en contacto el compuesto de férmula (2) o
(4) con un organismo que posea las propiedades de un microorganismo seleccionado de Beauveria, preferiblemente
Beauveria bassiana, Pichia, preferiblemente Pichia angusta o Pichia pastoris, trehalophila, haplophila o membranefa-
ciens, Candida, preferiblemente Candida humicola, solani, guillermondii, diddenssiae o friedrichii, Kluyveromyces,
preferiblemente Kluyveromyces drosophilarum, o Torulaspora, preferiblemente Torulaspora hansenii. La reduccién
se puede lograr poniendo en contacto los compuestos de férmulas (2) o (4) con una enzima extraida de los micro-
organismos anteriores. Lo mas preferible, los compuestos de férmulas (2) o (4) se ponen en contacto con un mi-
croorganismo seleccionado de Pichia angusta, Pichia pastoris, Candida guillermondii, Saccharomyces carlsbergen-
sis, Pichia trehalophila, Kluyveromyces drosopliarum y Torulospora hansenii, o un extracto de los organismos ante-
riores.

La invencién comprende preferiblemente producir un compuesto de férmula (3) reduciendo selectivamente un
compuesto de férmula (2) usando células completas de, o extractos procedentes de, los microorganismos mencionados
anteriormente, preferiblemente Pichia angusta, Pichia pastoris, Candida guillermondii, Saccharomyces carlsbergen-
sis, Pichia trehalophila, Kluyveromyces drosopliarum y Torulospora hansenii.

La invencion se lleva a cabo de forma muy preferible usando células completas de los organismos, ya que esto
evita la necesidad de separar las enzimas deseadas, y proporciona cofactores para la reaccion.

Se puede usar cualquiera de las especies anteriores, pero en muchas realizaciones se ha encontrado que se pueden
lograr conversiones elevadas y una elevada selectividad mediante el uso de la enzima o células completas de Pichia
angusta.
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En general, con las enzimas se usa un cofactor, normalmente NAD(P)H (nicotinamida adenina dinucleétido o
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) y un sistema para regenerar el cofactor, por ejemplo glucosa y glucosa
deshidrogenasa, para que la reaccidn se lleve a cabo. Ya que los cofactores y los mecanismos de reduccién adecuados
estdn presentes en las células completas, se prefiere usar las células completas en un medio nutriente que contiene
preferiblemente una fuente de carbono adecuada, que puede incluir uno o mds de los siguientes: un azicar, por ejemplo
maltosa, sacarosa o preferiblemente glucosa, un poliol, por ejemplo glicerol o sorbitol, 4cido citrico, o un alcohol
inferior, por ejemplo metanol o etanol.

Si se pretende que las células completas crezcan durante la reaccion, debe haber en el medio fuentes de nitrégeno
y de f6sforo y oligoelementos. Estos pueden ser los usados normalmente en el cultivo del organismo.

El procedimiento se puede llevar a cabo afiadiendo un compuesto de férmula (2) o (4) a un cultivo del organismo
en crecimiento, en un medio capaz de mantener el crecimiento, o a una suspension de las células vivas en un medio que
contiene preferiblemente una fuente de carbono pero que carece de uno o mas nutrientes necesarios para el crecimiento.
También se pueden usar células muertas, con tal de que estén presentes las enzimas y los cofactores necesarios; si es
necesario, se pueden afladir a las células muertas.

Si se desea, las células se pueden inmovilizar sobre un soporte que estd en contacto con el compuesto de férmula
(2) 0 (4), preferiblemente en presencia de una fuente de carbono adecuada como se ha descrito previamente.

El pH es adecuadamente 3,5 a 9, por ejemplo 4 a 9, preferiblemente como méaximo 6,5 y lo mds preferible como
maximo 35,5. Se usa muy adecuadamente un pH de 4 a 5. El procedimiento se puede llevar a cabo adecuadamente a
una temperatura de 10 hasta 50°C, preferiblemente 20 hasta 40°C, y mas preferiblemente 25 hasta 35°C. Se prefiere
operar en condiciones aerobias si estdn presentes células completas de los organismos mencionados anteriormente.
Adecuadamente, se emplea, en las condiciones mencionadas anteriormente de pH y de temperatura, una velocidad de
aireacion equivalente a 0,01 hasta 1,0 volimenes de aire, medido a temperatura y presion estdndares, por volumen
del medio de cultivo por minuto, pero se apreciard que es posible una variacién considerable. Se pueden usar pH,
temperatura y condiciones de aireacién similares durante el crecimiento de los organismos si éste se lleva a cabo
separadamente del procedimiento.

Las enzimas purificadas se pueden aislar por medios conocidos, adecuadamente centrifugando una suspension de
células desintegradas, y separando una disolucién clara del desecho, separando la enzima deseada de la disolucién,
por ejemplo mediante cromatografia de intercambio i6nico, adecuadamente con elucién a partir de la columna con un
liquido de fuerza idnica creciente, y/o mediante precipitacién selectiva mediante adicién de un material i6nico, por
ejemplo sulfato de amonio. Si se desea, tales operaciones se pueden repetir para potenciar la pureza.

En la esterificacion de los compuestos de formula (2) o (3), se prefiere transesterificar con otro éster, que esté
presente en al menos una equivalencia en moles con respecto al alcohol, y es adecuadamente un éster vinilico (ya que el
subproducto, el acetaldehido, no estd implicado en una retrorreaccidon). Como alternativa, se puede usar un anhidrido,
tal como anhidrido acético o anhidrido trifluoroacético, o un éster, tal como acetato de etilo, o un éster fluorado,
tal como acetato de trifluoroetilo. Se prefiere que la reaccién de esterificacion regioespecifica se lleve a cabo en un
disolvente organico que contiene menos de 1% (p/p) de agua, tal como acetonitrilo, acetato de etilo, tetrahidrofurano,
terc-butilmetiléter, tolueno, butanona, pentanona o hexanona, a una temperatura preferiblemente de 20 hasta 75°C, mas
preferiblemente 25 hasta 50°C. Los ésteres son preferiblemente ésteres de acidos alcanoicos inferiores que tienen 2 a
8 atomos de carbono, o sus derivados sustituidos. Opcionalmente se puede emplear una atmoésfera inerte, por ejemplo
se puede hacer pasar un caudal de nitrégeno a través de la disolucién.

Las enzimas se pueden proporcionar como tales o como células completas que las contienen. Se prefiere que se
inmovilicen para facilitar su separacién del producto, y, si se desea, su reutilizacion.

Las enzimas preferidas incluyen lipasas tales como lipasa pancredtica porcina, lipasa de Candida cylindracea,
lipasa de Pseudomonas fluorescens, fraccion B de Candida antarctica tal como la disponible con el nombre comercial
Chirazyme L2, aquellas de Humicola lanuginosa, por ejemplo la vendida con el nombre comercial Lipolase, o aquellas
de Pseudomonas, por ejemplo las vendidas con el nombre comercial SAM II, y mds preferiblemente aquellas de
Candida antarctica, por ejemplo la vendida con el nombre comercial Chirazyme.

Los compuestos de férmula (1), en la que R* es CH;, R es hidrocarbilo opcionalmente sustituido, X es -(CH,),- y
nes 1 a4, forman un tercer aspecto de la presente invencion. Preferiblemente, R es t-butilo, y lo més preferible X es
-CH,-.

Los compuestos de férmula (1) son intermedios ttiles para la preparaciéon de compuestos farmacéuticos. Habi-
tualmente, se hacen reaccionar con un grupo protector para restos 1,3-dihidroxi, tal como 2,2-dimetoxipropano, para
formar un aceténido como se describe en Synthesis 1998, 1713. El grupo R’-(C=0)- se puede eliminar después selec-
tivamente mediante tratamiento con una disolucion alcohdlica débilmente bésica, por ejemplo disolucién de K,CO;
como se describe en el documento US 5.278.313, o una lipasa en disolucién acuosa o en una disolucién orgdnica que
contiene suficiente agua para mantener la hidrélisis, para formar un compuesto de férmula (5):



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2264 981 T3

X

o O

HO\/‘\/'\(X)—COZR

Férmula (5)
Ejemplo 1
Preparacion de (3R,5S)-3,5,6-trihidroxihexanoato de t-butilo

En un matraz de fondo redondo de 250 ml, agitado, se cargaron 20 ml de acetonitrilo, 0,405 g (0,662 mmoles) de
di-mu-clorobis[(p-cimeno)clororrutenio (II)] y 0,492 g (1,34 mmoles) de (1S,2S)-(+)-N-(4-toluenosulfonil)-1,2-dife-
niletilendiamina. La disolucién se desoxigend rocidndola con nitrégeno y manteniendo después un tubo de irrigacion.
A la vasija de reaccion se cargd una disolucion desoxigenada de 26 g (0,119 moles) de (5S)-3-ceto-5,6-dihidroxihexa-
noato de t-butilo en 15 ml de acetonitrilo, y la disolucién se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después
se afadieron 65 ml de una mezcla 5:2 (mol/mol) de dcido férmico destilado y trietilamina, durante un periodo de 10
minutos, y la mezcla de reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 48 horas. A esta disolucion se afiadieron
lentamente 80 ml de diclorometano y 120 ml de bicarbonato sédico saturado. A la capa acuosa se cargaron 70 g de
cloruro de amonio, y se separd la capa orgdnica. La capa acuosa se lavo tres veces mas con 90 ml de acetato de etilo, las
fracciones orgdnicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, y se elimind el disolvente para dar 21,1 g de un
aceite bruto que contiene principalmente (3R,55)-3,5,6-trihidroxihexanoato de t-butilo. La relacién de diastereémeros
se determind mediante RMN C, Ia cual era 5,2:1 (3R:55):(3S:5S). El material se us6 bruto en la siguiente reaccion,
pero se podia haber purificado mediante cromatografia en columna.

Preparacion de (3R,5S)-6-acetoxi-3,5-dihidroxihexanoato de t-butilo

A un matraz de fondo redondo de 1 1, agitado, se cargaron 700 ml de tetrahidrofurano y 70,7 g (0,32 moles) de
(3R,5S)-3,5,6-trihidroxihexanoato de t-butilo, 41 ml (0,46 moles) de acetato de vinilo y 6,3 g de la lipasa soportada
Chirazyme L2™. Después de agitar 3 horas a temperatura ambiente, la lipasa se eliminé mediante tamizado, y los
volatiles se eliminaron mediante destilacién a vacio. La masa de aceite bruto fue 78,7 g, y se determiné que el com-
ponente principal era (3R,5S)-6-acetoxi-3,5-dihidroxihexanoato de t-butilo. Este material se usé directamente en la
siguiente etapa.

Preparacion de éster 1,1-dimetiletilico del dcido (4R,6S5)-6-[(acetiloxi)metil]-2,2-dimetil- 1,3-dioxan-4-acético

A un matraz de fondo redondo de 1 litro, agitado, se cargaron 78,7 g de (3R,5S)-6-acetoxi-3,5-dihidroxihexanoato
de t-butilo, 800 ml de 2,2-dimetoxipropano y 5,7 g de acido p-toluenosulfénico. Después de 35 minutos, la masa de
reaccién se concentrd hasta la mitad de su volumen, y se afiadieron 300 ml de diclorometano y 300 ml de bicarbonato
sodico 1 M. La capa orgénica se separd, y la capa acuosa se lavo tres veces mas con 150 ml de acetato de etilo.
Las fracciones orgdnicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, y los voldtiles se eliminaron mediante
destilacion a vacio. Se obtuvieron 92 g de un aceite bruto. Este se purificé primero haciéndolo pasar a través de una
columna corta de silice ultrarrdpida y eluyendo con hexano y después hexano:acetato de etilo 85:15 (v/v), y después
cristalizando el material 3 veces en hexano para dar 22,17 g de éster 1,1-dimetiletilico del acido (4R,6S)-6-[(acetiloxi)
metil]-2,2-dimetil-1,3-dioxan-4-acético, que se determiné que, mediante GC quiral, tenia un 99,9% de.

Preparacion de éster 1,1-dimetiletilico del dcido (4R,6S)-6-(hidroximetil)-2,2-dimetil- 1,3-dioxan-4-acético

A un matraz de fondo redondo agitado, de 500 ml, se cargaron 22,17 g de éster 1,1-dimetiletilico del 4cido (4R,6S)-
6-[(acetiloxi)metil]-2,2-dimetil-1,3-dioxan-4-acético, 250 ml de metanol y 5,05 g de carbonato potdsico triturado. La
reaccion se agité durante 35 minutos hasta que la hidrdlisis estuvo terminada, y después el carbonato potdsico se
eliminé mediante tamizado, la masa de la reaccion se concentrd, y se afiadieron 150 ml de salmuera al 5% (p/p) y
150 ml de tolueno. La capa organica se separé, y la capa acuosa se lavé dos veces mas con 250 ml de tolueno. Las
capas orgdnicas se combinaron, se lavaron tres veces con salmuera al 15% (p/p), y el disolvente se eliminé mediante
destilacién a vacio para dar 17,78 g de un aceite claro, que se determiné que era >99% de éster 1,1-dimetiletilico del
acido (4R,65)-6-(hidroximetil)-2,2-dimetil-1,3-dioxan-4-acético.

Ejemplo 2
Preparacion de (55)-6-acetoxi-5-hidroxi-3-cetohexanoato de terc-butilo

A un matraz de fondo redondo de 250 ml, agitado, se cargaron 2,32 g (0,0106 moles) de (5S)-5,6-dihidroxi-3-
cetohexanoato de terc-butilo, 40 ml de tetrahidrofurano, 0,98 ml (0,0106 moles) de acetato de vinilo y 0,22 g de la
lipasa soportada Chirazyme L2™. Después de 20 minutos, la lipasa se eliminé mediante tamizado, y los voldtiles se
eliminaron mediante destilacién a vacio, para dar 2,96 g de un aceite bruto que se caracterizé mediante RMN como
(5S)-6-acetoxi-5-hidroxi-3-cetohexanoato de terc-butilo.
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Ejemplo 3
Preparacion de (3R,5S)-3,5,6-trihidroxihexanoato de t-butilo

Se hizo crecer Pichia angusta NCYC R230 (depositada bajo las provisiones del Tratado de Budapest el 18 de mayo
de 1995) en un sistema multifermentador Braun Biostat Q en el siguiente medio (por litro): glucosa, 40 g; MgSO,,
1,2 g; K,S0O,, 0,21 g; KH,PO,, 0,69 g; H;PO, (concentrado), 1 ml; extracto de levadura (Oxoid), 2 g; FeSO,.7H,0,
0,05 g; antiespumante (EEA 142 Foammaster), disolucién de oligoelementos, 1 ml (esta disolucién contenia, por litro,
CuS0,.5H,0, 0,02 g; MnS0O,.4H,0, 0,1 g; ZnSO,.7H,0, 0,1 g; CaCO;, 1,8 g).

Cada uno de los 4 fermentadores se cargd con 250 ml de medio, y se esterilizé sometiéndolos a autoclave. El
pH se ajusté a 4,5 usando disolucién 7 molar de hidréxido amoénico, la temperatura se ajusté a 28°C, el caudal
de aire se ajusté a 300 ml/minuto, y la velocidad del agitador se ajusté a 1200 rpm. Los fermentadores se inocu-
laron con células tomadas de placas de agar (agar al 2%) que comprenden el mismo medio como se ha descrito
anteriormente, excepto que la concentracién de glucosa fue 20 g/litro. Después de 22 horas de crecimiento en los
fermentadores, se inicid la reaccidén de biorreduccion mediante la adicion de (5S)-3-ceto-5,6-dihidroxihexanoato de
t-butilo; dos de los fermentadores se cargaron con 3,75 ml cada uno, y los otros dos se cargaron con 5 ml cada
uno.

La reaccion se continud durante otras 78 horas hasta la conversion del 100% del sustrato. Durante este periodo, el
cultivo se aliment6 con una disolucién al 50% de glucosa, a una tasa de 1-3 gramos de glucosa/litro de cultivo/hora,
para mantener la viabilidad celular y proporcionar una fuente de energia reductora. Las reacciones se terminaron al
eliminar las células mediante centrifugacion. Al sobrenadante recuperado, libre de células, se afiadi6 cloruro de sodio
hasta una concentracién final de 20% p/v, y la mezcla se extrajo tres veces con un volumen igual de acetonitrilo. Los
extractos reunidos de acetonitrilo se secaron con sulfato sédico anhidro, y el disolvente se eliminé a presién reducida
en un evaporador giratorio (temperatura del bafio de agua 45°C) para producir un aceite amarillo palido viscoso. Se
confirmé6 que la identidad del producto de cada reaccién era (3R,55)-3,5,6-trihidroxihexanoato de t-butilo, y en la tabla
mads abajo se da el exceso diastereomérico de cada una de las muestras.

experimento exceso diastereomérico (%)
1 99,6
2 99,6
3 99,4
4 99,6

Ejemplo 4
Preparacion de (3R,5S)-3,5,6-trihidroxihexanoato de t-butilo

Se hizo crecer Pichia angusta NCYC R320 (depositada bajo las provisiones del Tratado de Budapest el 18 de mayo
de 1995) en un sistema multifermentador Braun Biostat Q en el siguiente medio (que contiene, por litro): glucosa, 20
g; sulfato de amonio, 10 g; extracto de levadura (Oxoid), 2 g; MgSO,.7H,0, 1,2 g; KH,PO,, 0,69 g; K,SO,, 0,21
g; FeS0O,.7H,0, 0,05 g; H;PO, (concentrado), 1 ml; antiespumante EEA 142 “foammaster”, 0,5 ml; disolucién de
oligoelementos, 1 ml (esta disolucién contenia, por litro, Ca(CH;CO,),, 2,85 g, ZnSO,.7H,0, 0,1 g; MnSO,.H,0,
0,075 g; CuS0,.5H,0, 0,02 g; 4cido sulfirico (concentrado), 1 ml).

Un fermentador se cargd con 250 ml de medio, y se esteriliz6 sometiéndolo a autoclave. El pH se ajust6 a 5,0
usando disolucién 2 molar de hidréxido sédico. La temperatura se ajust6 a 28°C, el caudal de aire se ajust6é a 250 ml
minuto™!, y la velocidad del agitador se ajust6 a 1200 rpm. El fermentador se inocul6 con 2,5 ml de una suspension
de células en agua desionizada estéril, preparada en una placa de agar de Pichia angusta NCYC R320. Después de
17 horas de crecimiento, se inicid la biorreducciéon mediante adicién de 6,36 g de (5S)-3-ceto-5,6-dihidroxihexanoato
de t-butilo como una disolucién acuosa. Al mismo tiempo, se inicié una alimentacién de glucosa al fermentador, a un
caudal de 2 g de glucosa 1! h™'.

La reaccion se continué durante otras 78 horas, en cuyo punto se habia logrado el 96% de conversion del sustrato.
El material de partida y el producto se detectaron mediante HPLC (columna Hichrom S5 CN-250A, temperatura 35°C,
fase movil: TFA acuoso (0,1%):acetonitrilo 95:5, caudal 1 ml min™', volumen de inyeccién 5 ml, detector de indice de
refraccion).
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La reaccién se terminé eliminando las células mediante centrifugacién a 4000 x g durante 20 minutos. El pH del
sobrenadante recuperado, libre de células, se ajust6 a 7,5 usando NaOH 2 M. Se disolvié MgS0O,.1,6H,O (15% p/v
basandose en anhidro) en el sobrenadante libre de células, y la disolucién resultante se extrajo dos veces con un vo-
lumen igual de 2-pentanona. Las fases del disolvente se recogieron, y el disolvente se eliminé a presion reducida en
un evaporador giratorio a 45°C produciendo un aceite viscoso naranja. Este se redisolvié en 50 ml de 2-pentanona
seca destilada, y nuevamente el disolvente se eliminé mediante evaporacién giratoria para dar 3,5,6-trihidroxihexa-
noato de t-butilo (5,08 g, 80% de rendimiento aislado). El exceso diastereomérico se determind segin lo siguiente:
se derivatiz6 una muestra de 3,5,6-trihidroxihexanoato de t-butilo (30 mg) mediante reaccién durante al menos 10
minutos a temperatura ambiente en un exceso de anhidrido trifluoroacético; el anhidrido en exceso se eliminé en una
corriente de nitrégeno seco, y el aceite residual se diluyé con diclorometano (1 ml). La mezcla se analizé usando una
columna Chiralcel Dex CB (25 metros), a una temperatura de 140°C (isotérmica). Los diasteredmeros eluyeron a 14,4
minutos (diasteredmero 3R,5S) y 15,7 minutos (diastereémero 3S,5S). Se encontré que el exceso diastereomérico de
la muestra, mediante este método, era 99,7%.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacién de un compuesto de férmula (1)

OH OH

R'—(I;’O (X)—CO,R
o

Férmula (1)

que comprende

a) reducir estereoselectivamente un compuesto de formula (2)

OoH O

HO\/‘\)J\(X)—-COZR

Foérmula (2)

para producir un compuesto de férmula (3),

OH OH

HO (X)—CO,R

Foérmula (3)

y

b) esterificar el compuesto de férmula (3) en presencia de un compuesto de férmula R”-O-COR’ y de una
enzima de lipasa o hidrolasa, para formar de ese modo el compuesto de férmula (1); o

¢) esterificar un compuesto de férmula (2) en presencia de un compuesto de férmula R”-O-COR’ y de una
enzima de lipasa o hidrolasa, para formar de ese modo el compuesto de férmula (4),

OH O
R'—g’OM(X)—cozR
0
Férmula (4)

y

d) reducir estereoselectivamente un compuesto de féormula (4) para producir un compuesto de férmula (1)

en las que

do.

X representa un grupo enlazante de hidrocarbilo opcionalmente sustituido,
R y R” representan, cada uno independientemente, un grupo hidrocarbilo opcionalmente sustituido, y

R’ representa un hidrocarbilo opcionalmente sustituido, preferiblemente un grupo alquilo opcionalmente sustitui-

2. Un procedimiento segtn la reivindicacion 1, en el que X representa un grupo de férmula -CH,-.
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3. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que R” representa un grupo vinilo o isoprope-
nilo.

4. Un procedimiento segtin cualquier reivindicacion anterior, en el que R’ representa un grupo alquilo C,_¢ susti-
tuido o no sustituido.

5. Un procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que R’ representa un grupo metilo.

6. Un procedimiento segin cualquier reivindicacién anterior, en el que los compuestos de formulas (2) o (4) se
reducen poniéndolos en contacto con un organismo que posee las propiedades de un microorganismo seleccionado de
los géneros Beauveria, Pichia, Candida, Kluyveromyces o Torulaspora, o una enzima extraida de ellos.

7. Un procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que los compuestos de féormulas (2) o (4) se reducen ponién-
dolos en contacto con un organismo seleccionado del grupo que consiste en Pichia angusta, Pichia pastoris, Candida
guillermondii, Saccharomyces carlsbergensis, Pichia trehalophila, Kluyveromyces drosopliarum y Torulospora han-
senii, o0 una enzima extraida de ellos.

8. Un procedimiento segtn las reivindicaciones 6 6 7, en el que se emplean células completas.

9. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 6, 7 u 8, en el que los compuestos de formulas
(2) 0 (4) se reducen a un pH desde 4 hasta 5.

10. Un procedimiento segiin cualquier reivindicacién anterior, en el que los compuestos de férmula (2) o (3) se
esterifican en presencia de una enzima seleccionada del grupo que consiste en lipasa pancredtica porcina, lipasa de
Candida cylindracea, lipasa de Pseudomonas fluorescens, la fraccion B de Candida antarctica, y lipasa de Humicola
lanuginosa.

11. Un procedimiento segtin cualquier reivindicacién precedente, en el que el compuesto de férmula R”-O-COR’
es acetato de vinilo.

12. Un compuesto de férmula (1):

OH OH

R'—gl:'o (X)—CO,R
o

Férmula (1)
en la que R’ es CH3, R es hidrocarbilo opcionalmente sustituido, X es -(CH,),-ynes 1 a4.
13. Un compuesto segtin la reivindicacion 12, en el que R es t-butilo, y X es -CH,-.

14. Un procedimiento para la preparacién de un compuesto de férmula (1)

OH OH

R—¢’ (X)—CO,R
0

Férmula (2)
que comprende esterificar un compuesto de férmula (3)
OH OH
HO
(X)—CO,R

Férmula (3)

en presencia de un compuesto de férmula R”-O-COR’ y de una enzima de lipasa o hidrolasa, para formar de ese modo
el compuesto de férmula (1);
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en las que
X representa un grupo enlazante de hidrocarbilo opcionalmente sustituido,
R y R” representan cada uno independientemente un grupo hidrocarbilo opcionalmente sustituido, y

R’ representa un hidrocarbilo opcionalmente sustituido, preferiblemente un grupo alquilo opcionalmente sustitui-
do.

15. Un procedimiento segtin la reivindicacién 14, en el que R’ es CHj3, R es t-butilo y X es -CH,-.

16. Un procedimiento segun la reivindicacion 14 o segtin la reivindicacién 15, en el que R” es un grupo vinilo o
isopropenilo.

17. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en el que la enzima se selecciona del

grupo que consiste en lipasa pancredtica porcina, lipasa de Candida cylindracea, lipasa de Pseudomonas fluorescens,
la fraccién B de Candida antarctica, y lipasa de Humicola lanuginosa.
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