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Introduccion

La Biocatalisis consiste en la utilizacion de enzimas aisladas o complejos
multienzimaticos como catalizadores de reacciones quimicas. EI empleo de enzimas en
sintesis orgéanica ha ido ganando importancia desde la segunda mitad del siglo XX,
entre otros motivos debido a su indudable conexidn con la Quimica Verde o Quimica
Sostenible, lo que incluso ha permitido el desarrollo de procesos industriales empleando

biocatalizadores.

Las enzimas pueden catalizar multitud de reacciones, actuando sobre muy
diversas familias de compuestos como puedan ser alcoholes, aminas, &cidos
carboxilicos, amidas o ésteres entre otros. En este Trabajo Fin de Master se llevara a
cabo la preparacion de aminas y amidas de forma estereoselectiva, compuestos que
juegan un papel fundamental en la quimica industrial, ya que son precursores de
productos con destacadas actividades farmacéuticas.' En concreto, se ha desarrollado un
proceso quimioenzimatico basado en la sintesis de aminas racémicas, precursoras de
derivados de benzoxazina, y se ha estudiado posteriormente su resolucion cinética

empleando lipasas como catalizadores.

Antes de exponer los antecedentes y resultados de esta investigacion, se pretende
inicialmente introducir al lector en el ambito de la Biocatalisis y explicar sus
aportaciones a la Quimica Sostenible. Por ello, se hara a continuacion un breve
comentario de los distintos tipos de biocatalizadores que se conocen en la actualidad.
Asi mismo, se presentaran de manera resumida, distintas estrategias enzimaticas que

conducen a la obtencion de aminas Opticamente activas, prestando especial atencion al

' M. Breuer, K. Ditrich, T. Habicher, B. Hauer, M. Kesseler, R. Stuermer, T. Zelinski, Angew. Chem., Int.
Ed. 2004, 43, 788-824.
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uso de las lipasas puesto que es el grupo de enzimas al que pertenece la lipasa de
Candida antarctica de tipo B (CAL-B), cuyo empleo ha permitido la efectiva resolucion
cinética de las aminas racémicas consideradas en este Trabajo Fin de Master.

1.1. LABIOCATALISIS

Las biotransformaciones son las reacciones de compuestos quimicos en
organismos vivos, englobando la Biocatalisis que de un modo general puede definirse

como el empleo de sistemas biolégicos para catalizar reacciones quimicas.?

Las enzimas han sido utilizadas como biocatalizadores por los humanos desde
hace miles de afios en procesos tan conocidos como la fermentacién, que se utilizaba ya
en la antigledad para la produccion y conservacion de alimentos. Siglos después, en
1858, Louis Pasteur hizo uso del hongo Penicillium glaucum y llevo a cabo la que,
posiblemente, fue la primera resolucién cinética enzimatica, consiguiendo enriquecer
una mezcla racémica del cido tartarico en el (-)-enantiomero. Durante los siguientes
afios, se produjeron grandes avances aunque bien es cierto que los mayores logros se
alcanzaron en el campo de la sintesis organica “clasica” y que no fue hasta los afios 60
cuando la Biocatéalisis, impulsada por el gran desarrollo de disciplinas como la
Bioquimica, la Biologia molecular o la Bioinformatica, comenz6 a desarrollarse de

manera plena.?

Uno de los grandes hitos que ha permitido el desarrollo de la Biocatalisis fue el
descubrimiento de que algunas enzimas conservan su actividad en disolventes
organicos. Esto permitié que muchas reacciones que eran inviables en su medio acuoso
natural debido a problemas de solubilidad o reacciones secundarias de hidrdlisis o
racemizacion, pudiesen llevarse a cabo. Asi mismo, se descubrié que algunas enzimas
son capaces de catalizar reacciones distintas a las que llevan a cabo en la naturaleza, lo
que se conoce hoy en dia bajo el nombre de promiscuidad biocatalitica.* Ademas, la
aplicacion de técnicas de ADN recombinante ha permitido la modificacion de la

secuencia de aminoacidos de muy diversas clases de enzimas, lo que se traduce en

2T. Hudlicky, J. W. Reed, Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 3117-3132.

% (a) C. M. Clouthier, J. N. Pelletier, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 1585-1605; (b) M. T. Reetz, J. Am. Chem.
Soc. 2013, 135, 12480-12496.

* (@) K. Hult, P. Berglund, Trends Biotechnol. 2007, 25, 231-238; (b) E. Busto, V. Gotor-Fernandez, V.
Gotor, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 4504-4523; (c) Q. Wu, B.-K. Liu, X.-F. Lin, Curr. Org. Chem. 2010,
14, 1966-1968; (d) M. S. Humble, P. Berglund, Eur. J. Org. Chem. 2011, 3391-3401; (e) M. Kapoor, M.
N. Gupta, Process Biochem. 2012, 47, 555-569.
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cambios sustanciales en su comportamiento, siendo posible la mejora de su actividad y
estabilidad, asi como el desarrollo de procesos méas selectivos sobre una variedad

estructural mas amplia de sustratos.”

Una de estas técnicas de modificacion genética racional es la evolucion dirigida,
que ha permitido solventar en gran medida las limitaciones que se le han atribuido
histéricamente a las enzimas como catalizadores en sintesis organica relacionadas con
aspectos como su selectividad, especificidad por ciertos tipos de sustratos, baja
estabilidad e inhibicidn debida a productos o sustratos. La evolucion dirigida (Figura 1)
consiste en la repeticion de ciclos compuestos de etapas de mutagénesis, expresion y
seleccion. Esto quiere decir que las mutantes obtenidas al modificar uno o varios
aminoacidos son expresadas en un huésped y, posteriormente se realiza un screening
rapido de su actividad, volviendo a repetirse el ciclo de mutagénesis con aquellas cepas

que presentan mejores resultados y asi hasta que se consiguen las enzimas con las

£t 3b,6
caracteristicas deseadas.
insercion en
= mutagénesis - -
huésped
libreria de mutaciones crecimiento de colonias
en tubos de ensayo en plato de agar
repetir
Y eleccion de colonia
. . test
3 -
de actividad

eleccion de las mutaciones

o produccion de enzimas
positivas

con mutaciones

Figura 1. Descripcion del proceso de mutagénesis de un enzima mediante evolucion dirigida.

Hoy en dia, casi cualquier reaccion organica puede llevarse a cabo mediante el

uso de enzimas, habiendo sido posible su empleo en el sector industrial para la

5 (&) M. Widesten, Curr. Opin, Chem. Biol. 2014, 21, 42-47; (b) M. D. Lane, B. Seelig, Curr. Opin,
Chem. Biol. 2014, 22, 129-136; (c) C. G. Acevedo-Rocha, R. Agudo, M. T. Reetz, J. Biotechnol.
2014, 191, 3-10.

® (a) U. T. Bornscheuer, G. W. Huisman, R. J. Kazlauskas, S. Lutz, J. C. Moore, K. Robins, Nature 2012,
485, 185-194; (b) S. Wallace, E. P. Balskus, Curr. Opin. Biotechnol. 2014, 30, 1-8.

5
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preparacion de productos de alto valor afiadido, especialmente en campos relacionados
con el desarrollo de nuevos materiales, agroquimicos y farmacos.” De hecho, una de las
principales ventajas de la Biocatélisis radica en su gran capacidad para conducir a la
sintesis de productos naturales y sus derivados empleando enzimas que participan en las

rutas biosintéticas de metabolitos secundarios.®
1.1.1. Biocatalisis y Quimica Sostenible

El concepto de Quimica Verde es relativamente reciente, data de principios de los
afios 90, surgiendo debido a la critica situacion ambiental y a la necesidad de alcanzar la
sostenibilidad, de ahi que se conozca también como Quimica Sostenible.® Este campo
de la quimica ha demostrado que pueden llevarse a cabo procesos y obtenerse productos
de una forma productiva, sin poner en riesgo la salud humana ni el medioambiente.
Todo ello engloba una serie de criterios conocidos como los doce principios de la
Quimica Verde que se han recogido bajo el término inglés productively

(productivamente, Tabla 1).

Tabla 1. Doce principios de la Quimica Verde.

P Prevent wastes Minimizar residuos
Renewable materials Utilizacion de materiales renovables

0] Omit derivatization steps Omitir pasos de derivatizacion

D Degradable chemical products Empleo de reactivos degradables

U Use safe synthetic methods Métodos sintéticos no peligrosos

C Catalytic reagents Utilizacion de catalizadores

T Temperature, pressure ambiente Condiciones de reaccion suaves

I In-process monitoring Analisis en tiempo real

\% Very few auxiliary substances Reduccion de sustancias auxiliares

E E-factor, maximise feed in product Factor-E = kg residuos/kg producto

L Low toxicity of chemical products  Sintesis de productos con baja toxicidad

Y Yes, it is safe Proceso seguro

” Hans-Peter Meyer, E. Eichhorn, S. Hanlon, S. Liitz, M. Schiirmann, R. Wohlgemuth, R. Coppolecchia,
Catal. Sci. Technol. 2013, 3, 29-40.

8 J. D. Mortison, D. H. Sherman, J. Org. Chem. 2010, 75, 7041-7051.

() S. L. Y.Tang, R. L. Smith, M. Poliakoff, Green Chem. 2005, 7, 761-762; (b) P. Anastas, N. Eghbali,
Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 301-312.
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La Biocatalisis se ajusta casi a la perfeccion a la mayoria de estos doce principios
ya que las enzimas son biodegradables ademas de no tdxicas, suelen dar lugar a los
productos deseados con elevado rendimiento y sin gran cantidad de residuos al no
emplear pasos innecesarios de proteccion-desproteccion de grupos funcionales, lo que
proporciona valores favorables del factor-E. Ademas, los procesos cataliticos suelen
llevarse a cabo en condiciones de reaccion suaves (temperatura y presion ambiente, asi

como pH neutro) y por tanto de manera segura.

Por otra parte, las enzimas ofrecen otras ventajas como son sus elevadas
velocidades de reaccién, que pueden alcanzar constantes cinéticas de hasta 10%° veces
superiores a la constante cinética del proceso no catalizado, y su habilidad para acelerar
procesos de manera regio-, quimio- y estereoselectiva. Esta Gltima caracteristica ha sido
uno de los grandes motivos de su extensa aplicacion en sintesis organica. El
regiocontrol y el estereocontrol enzimatico derivan del contacto entre la superficie de la
enzima y el sustrato de tal forma que, una Unica area (regiocontrol) y una Unica cara
(estereocontrol) del sustrato se posicionan de la manera adecuada para que tenga lugar
la catalisis enzimatica. Una consecuencia directa de esto es la quimioselectividad ya que
si se introduce una molécula en la que tengamos grupos o atomos con igual o similar
reactividad, solo uno de ellos se situara en la posicién adecuada y, por lo tanto, solo éste

reaccionara.?®®

1.1.2. Clasificacién de enzimas

En la actualidad se conocen méas de 3000 enzimas que se clasifican en seis grupos
atendiendo al tipo de reacciones que catalizan de manera convencional (Tabla 2). Cada
grupo posee un codigo de cuatro digitos que viene precedido de las siglas EC (Enzyme

Commission).*°

K. Drauz, H. Gréger, O. May, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis; Wiley-VCH, Weinheim
(Alemania), 2012.
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Tabla 2. Clasificacion de enzimas segun el tipo de reaccion convencional que catalizan.

Clase Tipo de enzima Reaccion que catalizan

EC1 Oxidorreductasas Oxidacion y reduccion

EC?2 Transferasas Transferencia de grupos

EC3 Hidrolasas Hidrolisis

EC4 Liasas (“sintasas™) Formacion y ruptura de enlaces de forma no
hidrolitica

EC5 Isomerasas Isomerizacion

EC6  Ligasas (“sintetasas”) Formacion de enlaces

No debe olvidarse que a pesar de que estas son las reacciones convencionales que
catalizan cada uno de estos tipos de enzimas es innegable la existencia de la
promiscuidad catalitica,” caracteristica que permite que algunas enzimas catalicen

reacciones no convencionales.
1.1.3. Tipos de preparados enzimaticos

A pesar de sus numerosas ventajas, las enzimas presentan también algunos
inconvenientes entre los que cabe destacar su a menudo inestabilidad en medios de
reaccion que no son el natural. Este problema puede solucionarse por medio de la
inmovilizacion. Las enzimas inmovilizadas son, por supuesto, mas estables y
habitualmente también maés activas. Ademas, pueden separarse del medio de reaccion
mediante una simple filtracién, lo que facilita los procesos de purificacion y de
recuperacion del catalizador, para su posterior reutilizacion. Otra ventaja de la técnica
de inmovilizacién es que ayuda a reducir el coste global del proceso ya que la enzima
puede mantener su actividad durante varios ciclos o, incluso, en procesos desarrollados

en continuo. Esencialmente, hay tres tipos de inmovilizacién (Figura 2):**

e Enlace a un soporte, pudiendo ser el enlace de naturaleza fisica (como

interacciones hidrofobicas o de Van der Waals), ionica o covalente. Los soportes

@) R. A. Sheldon, S. van Pelt, Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 6223-6235; (b) A. Liese, H. Hilterhaus,
Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 6236-6249.
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mas utilizados para este tipo de inmovilizacion son las resinas sintéticas,

biopolimeros como los polisacaridos y s6lidos inorganicos como las zeolitas.

e Encapsulamiento de la enzima en una red polimérica de naturaleza organica o
inorganica o en membranas. Para llevar a cabo este tipo de inmovilizacion suele

ser necesario sintetizar la matriz polimérica en presencia del enzima.

e Agregado entrecruzado enzimatico (Cross-linked enzyme crystals, CLECs) o
agregado entrecruzado enzimatico (Cross-linked enzyme aggregates, CLEAS). EI
primer tipo de entrecruzamiento se consigue dejando que las enzimas cristalicen
en una disolucién reguladora con un pH 6ptimo y afiadiendo, posteriormente, un
reactivo bifuncional que permita entrecruzar los cristales. El problema en este
caso es que hay que cristalizar la enzima, cosa que a veces es complicada y que
suele requerir enzimas de elevada pureza. Debido a ello, se desarroll6 el
entrecruzamiento de agregados que conlleva un procedimiento mas simple y
barato ya que no es necesario purificar previamente la enzima y, ademas, no
requiere un soporte adicional. Este tipo de inmovilizacion se consigue afiadiendo
un agente de precipitacion a una solucion acuosa de la enzima, lo que provoca el
precipitado de la misma formando agregados, los cuales se mantienen unidos
mediante enlaces no covalentes. Los agregados permanecen insolubles y, como la
estructura terciaria de la enzima no se ve alterada, mantienen su superestructura y,

por lo tanto, su actividad catalitica.

@, = enzima
e 3
Rt €& €€ 3?‘3@
Y. € e € A5
) ("- A .
Unién a un soporte Encapsulamiento Entrecruzamiento

Figura 2. Representacion general de los tipos de inmovilizacion enzimética.

Para aquellas enzimas que involucran el desarrollo de procesos redox y por tanto
el uso necesario de cofactores, una posibilidad que resulta muy ventajosa es el empleo
de células enteras en lugar de las propias enzimas purificadas. En contra de lo que
pueda pensarse, suelen ser muy estables y pueden manipularse tanto en medios acuosos,

como en presencia de cosolventes o en sistemas bifasicos. La principal ventaja es que
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las células vivas presentan todos los cofactores necesarios para llevar a cabo las
transformaciones deseadas. Por supuesto, también presentan inconvenientes puesto que
en algunos casos la presencia de otras enzimas en este preparado puede dar lugar a
reacciones secundarias 0 indeseadas. Ademas, pueden aparecer problemas en el
transporte del sustrato o del producto dentro y fuera de la célula, pudiendo darse el caso

de que el producto sea toxico para las células a concentraciones elevadas.

Una alternativa al uso de células enteras es el empleo de enzimas purificadas a las
que se acopla un sistema de reciclaje del cofactor, lo que implica el acoplamiento de una
segunda reaccidn que regenere el cofactor empleado en la reaccién enzimatica principal
(Esquema 1).** Esta necesidad viene dada por el alto precio de los cofactores,
generalmente derivados del dinucléotido de B-nicotinamida adenina que existe en su
forma oxidada tanto con el grupo fosfato (NADP™) como sin él (NAD"), al igual que

sucede en su forma reducida [NAD(P)H].

Enzima 1

Sustrato oxidado 7—?» Producto reducido

NAD(P)H NAD(P)*

Cosustrato oxidadM Cosustrato reducido

Enzima 2

Esquema 1. Proceso de reduccion con empleo de un sistema de regeneracion del cofactor.
1.2. PREPARACION DE AMINAS QUIRALES

Como ya se ha comentado con anterioridad, la preparacion de aminas 6pticamente
activas juega un papel muy importante en la Quimica Orgéanica actual, puesto que son
compuestos de elevado interés en industrias como la farmacéutica, la agroquimica y la
quimica.’® En este Trabajo Fin de Master, se ha desarrollado la sintesis de una amplia
familia de aminas racémicas que posteriormente han sido resueltas enzimaticamente.
Por ello, a continuacion se describen de manera general los métodos quimicos y
enzimaticos mas apropiados para la sintesis asimétrica de aminas, prestando especial
atencion a los métodos exclusivamente enzimaticos, en especial a través de procesos de

resolucion cinética.

12 (@) H. Wu, C. Tian, X. Song, C. Liu, D. Yang, Z. Jiang, Green Chem. 2013, 15, 1773-1789; M. Richter,
Nat. Prod. Rep. 2013, 30, 1324-1345; (b) S. Kara, J. H. Schrittwieser, F. Hollmann, Appl. Microbiol
Biotechnol. 2014, 98, 1517-1529.

13 7. C. Nugent. Chiral Amine Synthesis: Methods, Developments and Applications; Wiley-VCH:
Weinheim (Alemania), 2010.
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1.2.1. Sintesis quimica de aminas dpticamente activas

Historicamente, la cristalizacion de sales diastereoméricas empleando &cidos
carboxilicos quirales ha sido la estrategia mas empleada en la sintesis de aminas
Opticamente activas partiendo de sus correspondientes racematos. No obstante, cabe
destacar el desarrollo de procesos mas recientes empleando sustratos proquirales, como
son la hidrogenacion asimétrica de enaminas e iminas, o la adicion asimétrica de
carbaniones a aldiminas (Esquema 2). La mayor o menor selectividad de un método u
otro al doble enlace depende mayoritariamente de los sustituyentes en posicion a. De
los correspondientes precursores, la hidrogenacion asimétrica suele transcurrir con
elevadas enantioselectividades. Alternativamente, cuando se plantea la sintesis de
aminas con dos sustituyentes alquilicos iguales, o bien dos sustituyentes arilos, la
selectividad a la que conduce la adicién asimétrica es generalmente mayor que la

resultante de la hidrogenacién.'*

Hidrogenacion asimétrica

R3
HN”
R2 R! (a) Adicion asimétrica
enamina
[H] R3 RS
HN” (© )N‘; Fuente de N 0
ge M R? "R R2X H™ "R H™ "R
?L Fuente de N j“\ ) amina protegida aldimina aldehido
R2 R1 RZ R1
cetona imina desproteccion
NH,
R? “R!

amina

Esquema 2. Principales métodos quimicos para la sintesis asimétrica de aminas.
1.2.2. Enzimas en sintesis asimétrica

Como se comentaba anteriormente, las resoluciones cinéticas siguen teniendo un
papel sumamente importante tanto a nivel industrial como académico.*® En concreto, las
resoluciones catalizadas por enzimas han ido ganando especial importancia en afios

recientes.®

4 M. Héhne, U. T. Bornscheuer, ChemCatChem 2009, 1, 42-51.

15 A, Kamal, M. A. Azhar, T. Krishnaji, M. S. Malik, A. Azeeza, Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 569-592.
16 (@) A. Ghanem, H. Y. Aboul-Enein, Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 3331-3351; (b) A. Ghanem,
Tetrahedron 2007, 63, 1721-1754.
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Las lipasas, dentro del grupo de las hidrolasas, son las enzimas que se emplean
més habitualmente en este tipo de procesos.’” En cualquier caso, y de forma general,
podemos definir una resolucion cinética (KR del inglés kinetic resolution) como un
proceso en el que uno de los enantiomeros de una mezcla racémica es mas susceptible
de reaccionar con un reactivo para dar lugar a un producto (Esquema 3).

rapido

—_—

kr

+ ENZIMA +

Esquema 3. Resolucion cinética una mezcla racémica compuesta por dos enantiomeros Ry S,
en la que la enzima reacciona preferentemente con uno de ellos (R) para dar lugar a un solo

producto (P).

El requisito indispensable para que una resolucion cinética (enziméatica o no)
pueda llevarse a cabo es que la constante de velocidad del proceso sea
considerablemente distinta para un enantiomero que para el otro (kg # ks, donde Ry S
son los distintos enantidmeros). Idealmente, al alcanzar un 50% de conversién se
obtendrd uno de los enantibmeros sin reaccionar mientras que el otro habria

evolucionado completamente hacia la formacién del producto.

En la mayor parte de los procesos de resolucion de aminas racémicas se desarrolla
la acilacién selectiva de uno de sus dos enantiomeros (Esquema 4). El grupo acilo se
transfiere al sustrato desde el donor de acilo, éster no activado, que se afiade al medio de
reaccion en cantidades estequiométricas o en exceso con respecto del sustrato.

O
LR o

4 :
OR 1~
donor de acilo R

NH,

+

1
R R? R" "R?

Esquema 4. Acilacion enzimatica de una amina racémica.
Este tipo de procesos de resolucion cinética clasica presenta la limitacion de que

solo puede alcanzarse un 50% de conversion en un compuesto en forma

enantioméricamente pura. Con el fin de evitar esta limitacion, se presentan los procesos

7\, Gotor-Fernandez, R. Brieva, V. Gotor, J. Mol. Catal. B: Enzym. 20086, 40, 111-120.
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de resolucion dindmica cinética (DKR del inglés dynamic kinetic resolution), donde
tedricamente es posible alcanzar conversiones de hasta el 100% en el enantidmero de
producto deseado. En este tipo de procesos, se combinan una resolucion cinética
convencional y un proceso de racemizacion quimico o enzimatico, donde el sustrato
inalterado se transformaria en la mezcla racémica de modo que, tras varios ciclos de
reaccion, todo el sustrato se habria transformado en el enantidmero de producto deseado
(Esquema 5). No obstante, las resoluciones cinéticas dindmicas son procesos dificiles de

optimizar puesto que hay varios requisitos que deben cumplirse:*®

e La enantioselectividad del proceso ha de ser alta (E = Krpida/Kienta > 20) al igual
que la velocidad del proceso de racemizacion (Kracemizacion™>Kienta, @l menos 10

veces).

e En caso de utilizar un catalizador para la racemizacion, éste no puede reaccionar

con el producto de la reaccion.

e La racemizacion y la biotransformacién han de ser compatibles en las

condiciones de reaccion.

rapido
®
Agente de

racemizacién ENZIMA

Krac
@ lento @
7777777777 >
Ks

Esquema 5. Representacion esquematica de un proceso de resolucidn cinética dindmica

enzimatica.

Las hidrolasas catalizan procesos de DKR en combinacion con ésteres 6
carbonatos y complejos de metales de transicion, lo que ha permitido la resolucion de
aminas™ y otras muy diversas familias de compuestos como alcoholes o derivados de

aminoéacidos.?

8.0. Verho, J. -E. Béckvall, J. Am. Chem. Soc. 2015, 137, 3996-40009.

9D, Ghislieri, N. J. Turner, Top. Catal. 2014, 57, 284-300.

20 (@) J. H. Lee, K. Han, M.-J. Kim, J. Park, Eur. J. Org. Chem. 2010, 999-1015; (b) Y. Kim, J. Park; M.-J
Kim, ChemCatChem 2011, 3, 271-277; (c) P. Hoyos, V. Pace, A. R. Alcantara, Adv. Synth. Catal. 2012,
354, 2585-2611.

13



Introduccion

1.2.3. Sintesis enzimatica de aminas opticamente activas

Hoy en dia, existen varios tipos de enzimas que pueden intervenir en procesos que
conducen a la formacion de aminas Gpticamente activas, como puedan ser hidrolasas,
oxidorreductasas y transferasas (Esquema 6).'° El hecho de que se opte por una ruta u
otra depende, entre otras cosas, de la especificidad, estereopreferencia y
estereoselectividad del enzima en cuestion ademés de como pueda ser encajado el

proceso enzimatico dentro de la sintesis global del producto deseado.

La primera via de reaccion a destacar es la resolucidn cinética (dindmica) de
aminas (Esquema 6a) que puede llevarse a cabo en medios acuosos mediante la
hidrélisis de amidas o en medios organicos mediante la acilacién de aminas. Este
método sintético presenta una amplia especificidad de sustrato y se ha utilizado
industrialmente en mas de una ocasion como es el caso de la produccion a gran escala
de aminas alifaticas, bencilicas y aminoalcoholes empleando la lipasa de Burkholderia

plantarii.”*

Otra via de obtencion de aminas quirales empleando enzimas como
biocatalizadores es la desracemizacion empleando monoamino oxidasas (Esquema 6b).
Estas enzimas oxidan uno de los enantiomeros de una amina racémica a la
correspondiente imina, la cual Unicamente es estable en medio acuoso cuando se
consideran aminas ciclicas, transformandose inevitablemente en la correspondiente
cetona. Para evitar este inconveniente, Turner y colaboradores han combinado el uso de
monoamino oxidasas con agentes reductores quimicos como los boranos para acceder a
aminas enantiopuras con un rendimiento teérico del 100%.%? Este tipo de enzimas
acepta una amplia variedad de sustratos, incluyendo aminas primarias, secundarias y

terciarias.”® Su principal inconveniente es que se conocen solo unas pocas monoamino

2L £, Balkenhohl, K. Ditrich, B. Hauer, W. Ladner, J. Prakt. Chem. 1997, 339, 381-384.

22 (a) M. Alexeeva, A. Enright, M. J. Dawson, M. Mahmoudian, N. J. Turner; Angew. Chem. Int. Ed.
2002, 41, 3177-3180; (b) R. Carr, M. Alexeeva, A. Enright, T. S. C. Eve, M. J. Dawson, N. J. Turner,
Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 4807-4810.

2 (a) R. Carr, M. Alexeeva, M. J. Dawson, V. Gotor-Fernandez, C. E. Humphrey, N. J. Turner,
ChemBioChem 2005, 6, 637-639; (b) K. R. Bailey, A. J. Ellis, R. Reiss, T. J. Snape, N. J. Turner, Chem.
Commun. 2007, 3640-3642.
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oxidasas (S)-selectivas, es por ello que se han desarrollado mutantes a traves de métodos

de evolucion dirigida para invertir la estereopreferencia del enzima.?*

(a) Resolucion cinética (dinamica) con hidrolasas

0]
NH, Lipasa NH (0]
J o+ A - o, HQ‘)K/ o
EtO ~ R" "R2 EtOH RIR2 A,
‘¥/ R R
Racemizacion
(b) Desracemizacién con monoamino oxidasa (e) Resolucién cinética con o-transaminasas
(e} H,0.
2 2¥2 NH, w-TA (@ NH,
+
>—< R13\R2 RJKRZ g2
NH, g NH, NH
monoamino oxidasa +
R13\R2 R1J*\R2 RALRz ?L NH,
R3 R4 R3J\R4
[H]

amino aceptor  coproducto

(c) Sintesis asimétrica con amino deshidrogenasas (DHG)
(f) Sintesis asimétrica por transaminacion

NH, H,0O
+ +
° NADH + H /NAD N i WTA NH,
AKZ ] 172 R" "R2 R R?
R" 'R Amino DHG R" "R
NHZ (@]
(d) Reduccion asimétrica de iminas arilicas J\ lL
R “R* R3 R4
3 . amino donor  coproducto
R“N Imino reductasa NHR3 P
RA\RZ H] RIR2

Esquema 6. Rutas enzimaticas para la sintesis de aminas pticamente activas en rendimientos
tedricos del 100%.

Un proceso similar al catalizado por las monoamino oxidasas es la sintesis
asimétrica de aminas épticamente activas empleando amino deshidrogenasas. Presenta
como principal ventaja que partiendo de una cetona proquiral y utilizando un dador de
nitrégeno barato como es el amoniaco puede llevarse a cabo una aminacion reductora

asimétrica (Esquema 6¢).

Una estrategia enzimatica escasamente investigada hasta la fecha, es la reduccion
de iminas a aminas (Esquema 6d), siendo las imino reductasas responsables de este tipo

de procesos.®

4 D. Ghislieri, A. P. Green, M. Pontini, S. C. Willies, I. Rowles, A. Frank, G. Grogan, N. J. Turner, J.
Am. Chem. Soc. 2013, 135, 10863-10869.

% (a) D. Gamenara, P. Dominguez de Maria, Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 2989-2992; (b) J. H.
Schrittwieser, S. Velikogne, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2015, 357, 1655-1685.
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Las transaminasas son biocatalizadores muy versatiles en la sintesis de aminas
dpticamente activas asi como de a-aminoacidos.”® Actlian de tal forma que transfieren
un grupo amino desde un sustrato donor a uno aceptor para lo cual requieren la
utilizacion de un cofactor, el pirodoxil-5-fosfato (PLP). Dicha reaccion puede llevarse a
cabo de dos formas distintas: por un lado, puede partirse de una amina racémica y llevar
a cabo una resolucién cinética de la misma (Esquema 6e), o bien partir de la cetona
proquiral llevandose a cabo una reaccion de transaminacion (Esquema 6f). En el
primero de los casos, se establece un equilibrio entre la amina y la cetona que puede
desplazarse hacia la formacion de la cetona empleando como aceptor de amino el
piruvato. Actualmente, hay una gran cantidad de transaminasas disponibles pero no es
posible llevar a cabo una resolucion cinética dindmica, por lo que superar el 50% de
conversion es imposible. Ademas, suelen aparecer problemas de inhibicién por parte del
sustrato o del producto y los ees altos solo consiguen alcanzarse cuando la conversién
del enantiémero reactivo es alta. En el caso de la sintesis asimétrica a partir de la cetona,
tedricamente podria alcanzarse el 100% de conversion pero, bien es cierto, que para
alcanzar esos valores tan elevados hay que desplazar el equilibrio existente entre la
forma amina y la cetona. Ademas, suelen aparecer procesos de inhibicion enzimatica

por parte del sustrato y del producto.

Con todo esto queda claro, como ya se habia comentado con anterioridad, que las
resoluciones cinéticas enzimaticas son el método enzimatico mas empleado para
conseguir aminas Opticamente activas y que, ademas, el uso de hidrolasas
(especialmente de lipasas) en este tipo de procesos estd mas que aceptado y es una
herramienta comun a nivel industrial. Por ello, a continuacion pasaremos a presentar

brevemente las caracteristicas generales de este tipo de enzimas hidroliticas.
1.3. LIPASAS

Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.3) son enzimas pertenecientes a la
familia de las serin-hidrolasas cuya funcion natural es catalizar la digestion hidrolitica
de lipidos. La versatilidad y popularidad de estas enzimas se debe a su elevada

eficiencia catalitica para un amplio rango de sustratos, combinada con unas elevadas

% (a) S. Mathew, H. Yun, ACS Catal. 2012, 2, 993-1001; (b) W. Kroutil, E.-M. Fischereder, C. S. Fuchs,
H. Lechner, F. G. Mutti, D. Pressnitz, A. Rajagopalan, J. H. Sattler, R. C. Simon, E. Siirola, Org. Process
Res. Dev. 2013, 17, 751-759; (c) R. C. Simon, N. Richter, E. Busto, W. Kroutil, ACS Catal. 2014, 4, 129-
143.
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regioselectividad y reconocimiento quiral. Por si fuera poco, son enzimas de elevada
estabilidad ya que aceptan disolventes organicos y temperaturas elevadas y son baratas,
pudiendo adquirirse como distintos preparados.”’ En la parte préctica, su manejo es muy
sencillo y su principal diferencia con el resto de hidrolasas es que su actividad catalitica
se ve notablemente incrementada cuando se encuentran en una interfase agua/lipido.
Este fendbmeno se conoce como activacion interfacial y se traduce en una capacidad de
la enzima para adoptar distintas conformaciones y, en consecuencia, aceptar distintos
sustratos. Por lo tanto, es posible reemplazar al agua como nucledfilo natural de las
lipasas por otra gran variedad de compuestos, lo que permite que se lleven a cabo una

gran variedad de transformaciones catalizadas por lipasas (Esquema 7).

(0]
FUMOR2
o Sustrato (e}
Enzima 1 NHNHR®
Hidrélisis R20H Hidrazindlisis
R3NHNH,
it
1 3 1
ROR R30H NH; R NR,
Transesterificacion "Acil-enzima” Amondlisis
H,0, R3NH,

o lR3SH o
RAkOOH o RALNHF@
Perhidrolisis Amindlisis

R1KSR3
Tiolisis

Esquema 7. Transformaciones catalizadas por lipasas.
1.3.1. Aspectos mecanisticos: mecanismo de las serin-hidrolasas

Las lipasas contienen una triada catalitica en el centro activo de la enzima que esta
compuesta por un residuo de aspartato (Asp), histidina (His) y serina (Ser) y su

mecanismo de actuacidn esta muy establecido (Esquema 8).

7 D. Wiktelius, Synlett 2005, 2113-2114.
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R2

Aspﬁ< Hls /N“ /ﬂ S Hi
is
Complejo Michaelis-Menten Ser ; \
oR? )Q« H-- JH ‘\
e
R0 R20" )\
Intermedio tetraédrico | (IT1)
Asp—<(® —
o H- NN H
%
Enzima libre Ser )Ci
o —
Asp—<(@ ’’’’’’ H-NN o R
(6] Ser
)OL Intermedio acil-enzima
Nu R
His
-Ser NuH
)k’\H WHA)\'/—\ i His
Asp (0] —
Intermedio tetraédrico Il (IT2) S H=NN--
NI,
Nu /\A)
o~ "R

Ser
Esquema 8. Mecanismo de actuacion de las serin-hidrolasas.

Hay dos pasos fundamentales en este mecanismo que son la formacién del
intermedio tetraédrico | (IT;) y del intermedio tetraédrico Il (IT,). La formacion del
primero se ve favorecida por la formacion del complejo Michaelis-Menten en el cual el
sustrato y la enzima se asocian de forma no covalente. De esta forma, el aspartato
facilita la desprotonacién de la serina a través de los protones de la histidina de manera
que se produce el ataque del grupo hidroxilo de la serina al carbonilo del sustrato. El
intermedio asi obtenido evoluciona hacia el intermedio acil-enzima al donarse un proton
de la histidina al heterodtomo del grupo saliente. El ataque del nucle6filo al intermedio
asi obtenido da lugar a la formacion del 1T, que, al descomponerse, libera el producto y
permite que se regenere el enzima libre que actia como catalizador. Este dltimo
intermedio (el 1T,) suele ser el causante de la enantioselectividad ya que en él se

encuentran diferenciados un hueco para el nucleéfilo y otro para el grupo acilo.

Las lipasas més utilizadas en la actualidad son las lipasas de Candida antarctica
de tipo Ay B (CAL-A y CAL-B) y la de Pseudomonas cepacia (PSL). En este Trabajo
Fin de Master se ha estudiado Unicamente el comportamiento de la CAL-B, por lo que a

continuacion se destacan las caracteristicas generales de este enzima.
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1.3.2. Lipasa de Candida antarctica de tipo B (CAL-B)*®

La CAL-B proviene de la levadura de Candida antarctica, que fue descubierta en
la Antartida durante la bdsqueda de enzimas que fueran activas en condiciones
extremas. Se trata de una proteina globular cuya cadena polipeptidica estd compuesta de
317 aminoacidos dispuestos de tal manera que adoptan una configuracion
tridimensional conocida como pliegue de la o/B-hidrolasa (Figura 3). En su centro
activo hay dos canales casi paralelos que se extienden desde la serina del centro activo
hasta la superficie y que se encuentran parcialmente separados por dos cadenas
hidrofobicas de isoleucina. En dichos canales se alojan los reactivos de las
transformaciones catalizadas por la CAL-B. Ademas, presenta un fragmento de hélice a
con cierta movilidad que no impide que el disolvente pueda acceder al centro activo,

cosa que si ocurre con otras lipasas.

Figura 3. Estructura tridimensional de la CAL-B.

La enantiopreferencia de la CAL-B en la resolucién de aminas sigue la regla
semiempirica conocida como Regla de Kazlauskas,?® que fue descrita inicialmente para
alcoholes secundarios y que es aplicable a la mayoria de las lipasas. A pesar de que se
trata de una metodologia relativa, se ha utilizado en numerosas ocasiones para asignar la
configuracién absoluta de los productos de resoluciones enzimaticas en algunas
ocasiones por si sola y, en otras ocasiones, como complemento de informacion obtenida
mediante otras técnicas. Esta regla se basa en el tamafio de los sustituyentes unidos al

estereocentro para predecir qué enantidbmero reaccionard mas rapidamente. Asi, para un

83, Lutz, Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 2743-2748.
# R. J. Kazlauskas, A. N. E. Weissfloch, A. T. Rappaport, L. A. Cuccia, J. Org. Chem. 1991, 56, 2656-
2665.
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sustrato que posea un sustityente grande y otro pequefio se asume que el enantiomero
que reacciona méas rapido se acomodara de tal forma en el centro activo de la enzima
que el sustituyente mas voluminoso (G) se aloja en el hueco de mayor tamafio, mientras
que el menos voluminoso (M) se acomoda en el hueco de menor tamafio (Figura 4). La
situacion en el caso del enantiomero desfavorecido seria justamente la contraria y, por
ello, cuanto mayor sea la diferencia de tamafios entre los sustituyentes, mayor sera la
selectividad con la que transcurre la reaccidén siempre y cuando ambos sustituyentes

puedan acomodarse en el centro activo de la lipasa.

P = sustituyente pequefio
G = sustituyente grande

HO, iH HO, H
Enantiémero Enantiémero
favorecido desfavorecido

Figura 4. Regla empirica de Kazlauskas para la prediccion de la enantioselectividad de un
proceso de acilacion catalizado por lipasas.

20



ANTECEDENTES






Antecedentes

En la introduccion de este Trabajo Fin de Master se ha resaltado el papel que
desempefia la Biocatalisis en el progreso de la Quimica Sostenible, centrando la
atencion en la elevada eficiencia con la que actuan las lipasas y, concretamente, la lipasa
de Candida antarctica de tipo B (CAL-B). Este enzima, ha demostrado su aplicacién en
un gran ndmero de procesos tanto sintéticos como hidroliticos,*® siendo también capaz
de catalizar procesos poco convencionales para enzimas hidroliticos como la formacién
de enlaces carbono-carbono y carbono-heteroatomo.®* Es por todo ello, que nos hemos
planteado el empleo de la CAL-B en procesos de resolucion cinética de 1-
(hetero)ariloxi-propan-2-aminas, precursoras inmediatas de interesantes derivados de

1,4-benzoxazina.

A continuacién, se describen brevemente las distintas estrategias sintéticas
descritas en la bibliografia, para la sintesis asimétrica de 3,4-dihidro-2H-1,4-
benzoxazinas. Destaca la escasez de métodos enzimaticos descritos hasta la fecha hacia
la formacion de esta familia de compuestos, lo que incide en la importancia de la

investigacion aqui presentada.

V. Gotor-Fernandez, E. Busto, V. Gotor, Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 797-812.
31 M. Lépez-Iglesias, V. Gotor-Fernandez, Chem. Rec. 2015, en prensa, doi/10.1002/tcr.201500008.
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2.1. IMPORTANCIA DE LAS BENZOXAZINAS

Los primeros compuestos de la familia de las benzoxazinas conocidos y aislados
fueron la 2,4-dihidroxi-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (DIBOA, Figura 5) y la 2,4-
dihidroxi-7-metoxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (DIMBOA, Figura 5). Desde
entonces, el esqueleto de las 1,4-benzoazinas ha atraido un alto interés desde un punto
de vista sintético, y, en particular, de los derivados 3,4-dihidro, puesto que este
fragmento se encuentra presente en moléculas biolégicamente activas que abarcan desde
herbicidas y fungicidas hasta compuestos de interés farmacéutico.*® De hecho, algunos
derivados de benzoxazina han superado ya la fase clinica o, incluso han llegado a
comercializarse, mientras que otros se encuentran en fase de desarrollo como
potenciales farmacos.*®* Un ejemplo de un derivado de benzoxazina que ya se encuentra
en el mercado es el ofloxacino (Figura 5), un antibiotico de amplio espectro que se
emplea en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias tanto gram-positivas
como gram-negativas. Su isomero S, conocido como levofloxacino, es un claro ejemplo
del papel crucial que juega el centro quiral situado en posicion C-3 en las propiedades
farmacoldgicas de las benzoxazinas, ya que se ha encontrado que es entre 8 y 128 veces
méas activo que el isomero R y el doble que el racemato en algunas capacidades

inhibitorias.>*

l}l (@] l}l O
OH OH

DIBOA DIMBOA
F COH F COH
| |
N N N N
N SR N o__3=Mme
H

Ofloxacino Levofloxacino

Figura 5. Estructura de la DIBOA, la DIMBOA, el ofloxacino y el levofloxacino.

2 N. Siddiqui, R. Ali, M. S. Alam, W. Ashan, J. Chem. Pharm. Res. 2010, 2, 309-316.
3 ). 11a8, P. S. Anderluh, M. S. Dolenc, D. Kikelj, Tetrahedron 2005, 61, 1325-1348.
3 B. Achari, S. B. Mandal, P. K. Dutta, C. Chowdhury, Synlett 2004, 14, 2449-1467.
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Hasta la fecha se han descrito un gran nimero de sintesis de 1,4-benzoxazinas y
derivados de las mismas.®*® * En el presente trabajo nos centraremos en las
metodologias desarrolladas para la sintesis de 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazinas

Opticamente activas.

2.2. APROXIMACIONES QUIRALES EN LA SINTESIS QUIMICA DE 14-
BENZOXAZINAS

La preparacion de 1,4-benzoxazinas oOpticamente activas puede dividirse,
fundamentalmente, en dos grandes grupos, como son la reduccién asimétrica de iminas
o la sintesis asimétrica empleando sintones aquirales, aunque bien es cierto que en la
bibliografia pueden encontrarse algunas otras metodologias que difieren de estas dos
rutas principales.

2.2.1. Catdlisis asimétrica

La hidrogenacion asimétrica de iminas precursoras de benzoxazinas ha sido uno
de los métodos mas empleados para la sintesis de 1,4-benzoxazinas
enantioenriquecidas. Se han conseguido altas estereoselectividades y buenos
rendimientos aislados empleando como catalizadores acidos fosforicos derivados del
BINOL, asi como ésteres de Hantzch o benzotiazoles como fuentes de hidruro.*® Dos
claros ejemplos de este tipo de procesos son los descritos para la sintesis del
levofloxacino. EI primero de ellos supone el empleo de &cidos fosforicos derivados del
BINOL en presencia de ésteres de dihidropiridina y diclorometano como disolvente
(Esquema 9A).*" El segundo ejemplo a destacar, se basa en la hidrogenacién asimétrica
descrita por Kanai y colaboradores (Esquema 9B) en la que se emple6 como sistema
catalitico un complejo de iridio (1) con (2S, 4S)-1-tert-butoxicarbonil-4-difenilfosfino-2-
(difenilfosfino) metilpirrolidina (BPPM) y yoduro de bismuto (I11).%

% 3. K. Singh, A. K. Bajpai, R. Saini, Tetrahedron Lett. 2013, 54, 7132-7135.

% J. G. de Vries, N. Mr3i¢, Catal. Sci. Technol. 2011, 1, 727-735.

¥ M. Rueping, M. Stoeckel, E. Sugiono, T. Theissmann, Tetrahedron 2010, 66, 6565-6568.
% K. Satoh, M. Inenaga, K. Kanai, Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 2657-2662.
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Ar
ACIdO de Bronsted Iridio (|) ! I Oo P/P
2s 4S)-BPPM 0™ “oH
yoduro de OO
| | OR bismuto (Il) Ar
Benceno/MeOH

Et H Et t.a.. 40 bar Acido de Bronsted

CH,Cl,, 25 °C B: 96% rdto, 90% ee
A: 67% rdto, 93% ee

Esquema 9. Comparacion entre dos estrategias descritas para la hidrogenacion catalitica de

benzoxazinas con aplicacién a un precursor de levofloxacino.

Recientemente, Zhang y colaboradores han desarrollado una nueva ruta sintetica
hacia benzoxazinas 3-aril-sustituidas, similar a la descrita en el Esquema 9A. Asi, se
han empleado ésteres de Hantzch en combinacion con acidos fosféricos derivados del
SPINOL, consiguiendo reducir hasta 20 benzoxazinas, de manera que se aislaron los
correspondientes heterociclos hidrogenados con elevados excesos enantioméricos (91-

99% ee) y rendimientos entre altos y excelentes (85-99%).%°

Una técnica que se ha empleado para mejorar los excesos enantioméricos de los
productos obtenidos en estas reacciones de hidrogenacién se basa en la inmovilizacion
del catalizador formando una cadena polimérica microporosa preparada a partir del

mondmero del mismo, el 1,1’-binaftaleno-2,2’-diil-hidrogenofosfato (BNPPA).*

El sistema catalitico Ir/difosfina/l, se utilizé también como catalizador en este tipo
de procesos de hidrogenacion asimétrica tras haber sido empleado con éxito con
estructuras similares estructuralmente a las benzoxazinas, como son las quinolinas.*!
Bien es cierto que, para alcanzar excesos enantioméricos elevados, hubo que modificar
el ligando quiral y emplear el (S)-SegPhos en lugar del BINAP. De esta forma se
redujeron 15 benzoxazinas 3-aril-sustituidas, obteniéndose las respectivas aminas con
rendimientos aislados muy buenos (91-98%) y selectividades altas (79-90% ee) de
manera independiente de la posicion y naturaleza electronica de los sustituyentes del
anillo de benceno (Esquema 10). Este mismo sistema fue aplicado, también, a la
hidrogenacion asimétrica de derivados de 3-aril-2H-1,4-benzoxazina. En este caso, hubo

que afadir un paso de hidrogenacion catalizada por paladio sobre carbono a 27.6 bares.

%Y. Zhang, R. Zhao, R. Li-Yuan Bao, L. Shi, Eur. J. Org. Chem. 2015, 3344-3351.

““D. S. Kundu, J. Schmidt, C. Bleschke, A. Thomas, S. Blechert, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 5456-
5459.

* K. Gao, C. B. Yu, D. S. Wang, Y. G. Zhou, Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 483-488.
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\ l,, benceno, H, (27.6 bar), t.a.
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Esquema 10. Hidrogenacion asimétrica de 3-aril-2H-1,4-benzoxazinas.

Zhang y colaboradores describieron otro tipo de reduccion de 1,4-benzoxazinas
basada en la hidrosililacion enantioselectiva de enlaces C=N. Empleando como
organocatalizadores bases quirales de Lewis, consiguieron sintetizar dihidro-2H-
benzoxazinas con buenos rendimientos (86-98%) pero con selectividades entre bajas y
buenas (18-87% ee).*? Dichas inducciones asimétricas han conseguido mejorarse con el
empleo de un nuevo catalizador basado en la L-fenilalanina, obteniéndose 3-aril-3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoxazinas con rendimientos y excesos enantioméricos que van desde

moderados a excelentes (66-97% rendimiento, 70-99% ee).*®

Hasta ahora, todas las rutas aqui comentadas se basan en la reducciéon de sus
iminas precursoras. Sin embargo, una alternativa sintéticas bien diferente es la adicion
de nucledfilos a enlaces C=N haciendo uso de reacciones de tipo Mannich entre acetona
y 2H-1,4-benzoxazinas sustituidas en la posicion 3, aislandose las aminas deseadas con

buenos rendimientos y excelentes selectividades (Esquema 11).

oj\ o L-prolina Q:OJ\)CL
+ —_—
[:[N/ R )K DMSO, t.a. N”:
H R
Esquema 11. Reaccién de Mannich asimétrica entre acetona y 2H-1,4-benzoxazinas 3-

sustituidas en posicion 3 empleando L-prolina como organocatalizador.

Una ultima aproximacion a la sintesis de benzoxazinas, entre ellas la precursora
del levofloxacino, se basa en un protocolo de dos pasos a partir de una serie de
sulfamidatos 1,2-ciclicos enantiopuros y 2-bromofenoles con distinta sustitucion
(Esquema 12).** En el primer paso de reaccion se lleva a cabo una apertura de los
sulfamidatos con los 2-bromofenoles, obteniéndose rendimientos de moderados a
excelentes (57-100%), y finalmente las benzoxazinas mediante una ciclacion en las
condiciones de Buchwald-Hartwig con buenos rendimientos (50-88%). La benzoxazina

precursora del levofloxacino consiguio sintetizarse de manera similar haciendo

2y Jiang, L. X. Liu, W. C. Yuan, X. M. Zhang, Synlett 2012, 23, 1797-1800.
* X. W. Liu, C. Wang, Y. Yan, Y. Q. Wang, J. Sun, J. Org. Chem. 2013, 78, 6276-6280.
*J. F. Bower, P. Szeto, T. Gallagher, Org. Lett. 2007, 9, 3283-3286.
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reaccionar el 6-bromo-2,3-difluorofenol con el derivado 4-metilbenzenosulfonato de la
L-alanina.* La ciclacion, en este caso, se llevé a cabo empleando Cul como catalizador
en presencia de K,CO3; y DMF como disolvente tras llevar a cabo la desproteccion del
grupo amino.

Br
o. 0 R Pd(OAc),

>s” 7 _xanphos R gn
BN~ O > BnHN 0 \ 2 ? s
s NaH Frs " Buona , R
Tolueno R%«0

Esquema 12. Sintesis de benzoxazinas por c-alquilacion seguida de ciclacion.

2.2.2. Resolucion cinética

Una alternativa adecuada a la sintesis asimétrica es la resolucion cinética de
racematos, pudiéndose obtener enantioselectividades considerablemente altas
empleando agentes de resolucion quiral. Esta técnica se empleo en la resolucion de la
(%)-3-metil-3,4-dihidro-2H-1,4-benzo[b]oxazina con el cloruro de N-tosil-(S)-propilo
(Esquema 13).* Empleando 2 equivalentes de la amina y el agente de resolucién quiral,
se aislo el diastereoisémero (R,S) con un exceso del 80%, permitiendo la hidrolisis de la

amida en condiciones &cidas, con el fin de aislar la amina de configuracion (R).

(o}
o}
@[ j\% . CI)H.“\ Trietanolamina (TEA) ©: j\ ©: j
N N\> benceno
H Ts” )’\D )\D

(R,S) (S,S)

Esquema 13. Resolucion cinética de benzoxazinas mediante agentes quirales.

Los mismos autores han conseguido llegar, también por medio de la resolucion
cinética de las aminas racémicas, a los diastereoisomeros de configuracion (S, S) y, por
lo tanto, a las (S)-aminas empleando cloruros de acilo Opticamente activos como
agentes de resolucion. En concreto, se alcanzaron excelentes resultados, empleando el

cloruro de (S)-naproxeno y el cloruro de N-ftaloil-(S)-alanilo (Figura 6).*La influencia

* M. K. Parai, G. Panda, Tetrahedron Lett. 2009, 50, 4703-4705.

%\, P. Krasnov, G. L. Levit, I. M. Bukrina, I. N. Andreeva, L. S. Sadretdinova, M. A. Korolyova, M. I.
Kodess, V. N. Charushin, O. N. Chupakhin, Tetrahedron: Asymmetry 2003, 14, 1985-1988.

*" (@) V. N. Charushin, V. P. Krasnov, G. L. Levit, M. A. Korolyova, M. I. Kodess, O. N. Chupakhin, M.
H. Kim, H. S. Lee, Y. J. Park, K. C. Kim, Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 2691-2702; (b) V. P.
Krasnhov, G. L. Levit, M. I. Kodess, V. N. Charushin, O. N. Chupakhin, Tetrahedron: Asymmetry 2004,
15, 859-862.
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del disolvente y la presencia o ausencia de aminas terciarias como bases auxiliares de

los procesos son factores que influyen y que se han estudiado a fondo.*®

o) o)
o OMe o) o)
OO N N
HsC™ ™Y CI)J\r cl
= O O

Cloruro de Cloruro de Cloruro de
(S)-naproxeno N-ftaloil-(S)-alanilo N-ftaloil-(S)-leucilo

Figura 6. Agentes quimicos de resolucion quiral de aminas.

Otro aspecto relevante y que ha dado pie a diversos estudios es el efecto que
ejerce la estructura del agente de resolucion en la estereoquimica del producto final.*
Tras estudiar la resolucion de aminas precursoras de benzoxazina con distintos de
cloruros de acido se determiné que el més efectivo era el cloruro de N-ftaloil-(S)-leucilo
(Figura 6) y se observd que tanto los factores estéricos como las interacciones

arométicas contribufan en la estereoselectividad del proceso.>

Una ultima aproximacién descrita por Krasnov y colaboradores se basa en la
resolucion de benzoxazinas empleando para ello cloruros de acilo obtenidos de acidos
2-fenoxicarboxilicos (Esquema 14).>" El estudio de la resolucion cinética con distintos
cloruros de acilo demostrd que la selectividad de la acilacion depende tanto de la

estructura del agente de acilacion como de las condiciones de reaccion.

#8\/. P. Krasnov, G. L. Levit, M. A. Korolyova, I. M. Bukrina, L. S. Sadretdinova, I. N. Andreeva, V. N.
Charushin, O. N. Chupakhin, Russ. Chem. Bull. Int. Ed. 2004, 53, 1253-1256.

*D. A Gruzdev, G. L. Levit, V. P. Krasnov, Tetrahedron: Asymmetry 2012, 23, 1640-1646.

%D, A. Gruzdev, E. N. Chulakov, G. L. Levit, M. A. Ezhikova, M. I. Kodess, V. P. Krasnov,
Tetrahedron: Asymmetry 2013, 24, 1240-1246.

1. A. Vakarov, D. A. Gruzdev, L. Sh. Sadretdinova, E. N. Chulakov, M. G. Pervova, M. A. Ezhikova,
M. I. Kodess, G. L. Levit, V. P. Krasnov, Tetrahedron: Asymmetry 2015, 26, 312-319.

29



Antecedentes

X X
X o) X o)
f L 1
X\C[Ol ©\o tolueno, -20 °C, 6 h N Me N Me
+ +
R R
)\/ O)'\l/

R™ "COCI O 0

oD
o, o &

P Me 7k cocl
Me” “cocl cocl
Me

Cloruros de acidos 2-fenoxicarboxilicos

Esquema 14. Resolucidn cinética de benzoxazinas mediante el uso de cloruros de acilo

derivados de &cidos 2-fenoxicarboxilicos.

Otro tipo de resoluciones cinéticas que se han empleado en la sintesis de 1,4-
benzoxazinas, fue la llevada a cabo por Sekar y Rao. En este caso, la adicion de un
ligando quelante quiral en el medio de reaccion conduce a una reaccion de
acoplamiento catalizada por paladio. Tras un proceso de optimizacion, desarrollaron un
proceso en el que se emplea el (S)-BINOL como fuente de quiralidad, el complejo
Pd(OOCF3), como catalizador, Cs,CO3; como base y tolueno como disolvente
(Esquema 15). Asi, se alcanzan excesos enantioméricos moderados tanto de los

sustratos como de las benzoxazinas finales.>?

Ts Ts
NH Pd(OOCFs), NH Ts
(S)-BINAP . N
':o _— '/O N
" Br Cs2C05 " Br @\ @ R
Rf/ ‘ tolueno, 110 °C Rf/ ‘ n 9]
e 3.5-27 h e

Esquema 15. Resolucion cinética por acoplamiento catalizado por paladio.
2.3. SINTESIS ENZIMATICA DE 1,4-BENZOXAZINAS

Si bien distintas familias de enzimas hidroliticas han permitido la preparacion de
heterociclos en forma épticamente activa,®® el empleo de enzimas en la sintesis de 1,4-

benzoxazinas ha sido escasamente investigado.

Uno de estos ejemplos es la hidrélisis de dimetil 2-metil-2-(2-

nitrofenoxi)malonatos catalizada por la esterasa de higado de cerdo (pig liver esterase,

%2 R. K. Rao, G. Sekar, Tetrahedron: Asymmetry 2011, 22, 948-954.
53 E. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Chem. Rev. 2011, 111, 3998-4035.
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PLE) para dar lugar a una serie de acidos carboxilicos (Esquema 16).>* La hidrélisis
enzimaética se llevo a cabo en una disolucién reguladora de fosfatos (pH 7) empleando
el DMSO como cosolvente en proporcion 8:2 v/v, obteniéndose los correspondientes
(R)-malonatos con excesos enantioméricos de moderados a buenos (73-88%). Una serie
de transformaciones quimicas posteriores permitieron el aislamiento de derivados de la
2-metil-3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazina tanto en forma de carboxilatos como de

carboxamidas, y con ambas estereoquimicas.

0. CONHR'
©: ICHS
COOCH,; COOH R N™ "0
PLE H
N OCHy N OcH,
‘// COOCH; Dis. reguladora/DMSO ‘// COOCH;

o. ,COOR'

R NO, ta., 24 h R NO,
@[ ICH3
N0
R H

Esquema 16. Hidrolisis catalizada por la PLE de dimetil 2-metil-2-(2-nitrofenoxi)malonatos y

aplicacién a la sintesis de benzoxazinas.

En el caso del levofloxacino, solo se han encontrado ejemplos de dos enzimas que
den lugar al producto de manera selectiva. ElI primero de ellos se basa en la
biorreduccion de una nitrocetona proquiral al correspondiente nitroalcohol empleando
para ello la levadura de panaderia (Baker’s yeast, BY). Con el nitroalcohol asi obtenido
se sintetiza mediante una serie de transformaciones quimicas la benzoxazina de interés
(Esquema 17).>° La PLE se ha empleado, también, en procesos hidroliticos en los que
se sintetizo el levofloxacino con excesos enantioméricos moderados a partir de los

ésteres de butilo del ofloxacino.>®

1. Pd/C, H,

. THF, t.a.
F o} F “OH 2. PPh;, DEAD, PhCO,H F
BY
. 5 F o) THF, ta. F 0
MGOHO/HZO 3. KCN, MeOH, t.a. j\
NO, 35°C NO, 4. PPhg, DEAD, ZnCl, ”
MeCN, 82 °C

Esquema 17. Sintesis quimioenzimatica del levofloxacino empleando levadura de panaderia.

M. Breznik, V. Hrast, A. Mrcina, D. Kikelj, Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 153-167.

*'S. B. Kang, E. J. Ahn, Y. Kim, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 9317-9320.

% (@) S. Y. Lee, B. H. Min, S. H. Hwang, Y. M. Koo, C. K. Lee, S. W. Song, S. Y. Oh, S. M. Lim, S. L.
Kim, D. I. Kim, Biotechnol. Lett. 2001, 23, 1033-1037; (b) S. Y. Lee, B. H. Min, S. W. Song, S. Y. Oh, S.
M. Lim, D. I. Kim, Biotechnol. Bioprocess Eng. 2001, 6, 179-182.
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Rencientemente, nuestro grupo de investigacion ha descrito la sintesis
quimioenzimatica asimétrica de 1,4-benzoxazinas aplicada a la sintesis del precursor de
levofloxacino.>” En este trabajo, se han utilizado alcohol deshidrogenasas y lipasas para
acceder a precursores de ambos enantidmeros de distintas 3-metil-3,4-dihidro-2H-
benzo[b][1,4]oxazinas (Esquema 18). La biorreduccion de 1-(2-nitrofenoxi)propan-2-
onas, permitié acceder por un lado a los (R)-alcoholes en el caso de la alcohol
deshidrogenasa de Rhodococcus ruber y, por otro, a los (S)-alcoholes cuando se emplea
la ADH comercial evo-1.1.200. En el caso de las lipasas, se consiguieron desarrollar
procesos de resolucién cinética clasica de acilacion y de hidrolisis que, de manera
complementaria, permitieron obtener los (S)-alcoholes a través de reacciones de
acilacion y los (R)-alcoholes cuando se lleva a cabo hidrolisis, empleando la lipasa de

Rhizomucor miehei (RML) como biocatalizador.

,/go ADH '/LOH O
7N Dis. reguladora n N = N
H

R R
P2 NAD(P)H P2
NO, 30 °C, 250 rpm NO,

RML 5 .
OR AcOVin o H,0 OAc OH

o) o 0
o N Disolvente organico g = * R N
T 30 °C, 250 rpm g «
= N02 = N02 Z N02
R=H, Ac

Esquema 18. Proceso quimioenzimatico para la sintesis de derivados de 1,4-benzoxazinas.

" M. Lépez-Iglesias, E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, J. Org. Chem. 2015, 80, 3815-3824.
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Objetivos

En la introduccion de este Trabajo Fin de Master se ha puesto de manifiesto la
creciente importancia de las biotransformaciones en procesos sintéticos, las cuales
transcurren con elevada eficiencia y selectividad catalitica de forma acorde a los 12
principios basicos de la Quimica Sostenible.

Basandonos en la capacidad de las lipasas para catalizar procesos asimétricos de
acilacion de aminas y en la experiencia previa de nuestro grupo de investigacion en este

campo, nos hemos planteado (Esquema 19):

> Disefiar un método general de sintesis de 1-(hetero)ariloxi-propan-2-aminas
racémicas con distintas sustituciones en el anillo aromatico, las cuales son

precursoras inmediatas de derivados de benzoxazina.

> Desarrollar métodos analiticos tanto para las aminas como para las amidas
racémicas correspondientes, productos de partida y finales de las reacciones
enzimaticas, que nos permitan un adecuado seguimiento de las

biotransformaciones.

» Seleccionar la 1-(2-bromofenoxi)propan-2-amina como sustrato modelo y
estudiar el comportamiento de la lipasa de Candida antarctica de tipo B en
su resolucion enzimatica variando distintos parametros de reaccion como el
disolvente, la cantidad y tipo de agente acilante, la temperatura y el tiempo

de reaccion.

> Extender la metodologia enzimatica optimizada a otras 1-(hetero)ariloxi-
propan-2-aminas, con el fin de obtener una serie de aminas y amidas con

buenos excesos enantioméricos y rendimientos.

X
’/LNHZ CAL-B (L” R? '/‘"’NHZ

o
k - >

Y- (o] + Y- (o] + Y- o]
/[ j R2 “OEt Disolvente /[ \I /[ \I
—
R X7 Br T, 250 rpm R X7 Br R X7 “Br

Esquema 19. Resolucion cinética de 1-(hetero)ariloxi-propan-2-aminas catalizada por la CAL-
B, a través de procesos de acilacion.
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Resultados y discusion

En este trabajo se plantea la sintesis de derivados de benzoxazina en forma
enantiopura utilizando para ello la lipasa de Candidaantarctica de tipo B (CAL-B)
como catalizador dela resolucion cinética de las aminas racémicasprecursoras. Para ello
inicialmente se sintetizaran una serie de 1-(hetero)ariloxi-propan-2-aminas4a-f a partir

de los correspondientes bromofenolesla-fcomercialmente accesibles (Esquema 20).

K,CO3 NaBH;CN
/[Y\ OH o 0] CH3CO,NH, NH;

Kl
+ B
P )K/Cl Acetona Sy © MeOH S °
R™ X" Br \ \
~ ~
1a-f 2 R X Br R X Br
3a-f (t)-4a-f
aaR=H;X=CH;Y=CH l
b:R=CN;X=CH;Y=CH L
c:R=CHj3;X=CH;Y =CH
d:R=F;X=CH;Y=CH Y ©
e:R=H;X=N;Y=CH ‘ P j*\
fR=H;X=CH;Y=N R X H
5a-f

Esquema 20.Propuesta de sintesis quimica de lasbenzoxazinas5a-f en forma racémica.

De forma resumida, se ha planteado llevar a cabo esta sintesis en dos pasos de
reaccion. Asi, en un primer lugar, se llevara a cabo el acoplamiento del correspondiente
bromofenolla-f con la cloroacetona (2). Posteriormente, laaminacién reductora de las
propanonas3a-f conduciria a la formacion de las aminas racémicas 4a-f, que tras una
ciclacion intramolecular en las condiciones de la reaccion de Buchwald-Hartwig

permitiria la obtencion de las 3,4-dihidro-benzoxazinasba-f.

Una vez obtenidas las aminas (%)-4a-f se estudiarasu resolucion cinética
enzimatica empleando la CAL-B en unas condiciones similares a las empleadas
anteriormente en nuestro grupo de investigacion para la resolucion de aminas primarias
(Esquema 21).*%Para el correcto seguimiento de estas reacciones enzimaticas sera
necesario desarrollar robustos métodos analiticos que permitan una correcta medida de
las conversiones y de los excesos enantioméricos tanto de las aminas de partida como

de las correspondientes amidas. En este punto se desarrollard un completo analisis de

58(a) J. Gonzalez-Sabin, V. Gotor, F. Rebolledo, Tetrahedron: Asymmetry 2002, 13, 1515-1520; (b) O.
Torre, E. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 1481-1488; (c) M.
Rodriguez-Mata, V. Gotor-Fernandez, J. Gonzalez-Sabin, F. Rebolledo, V. Gotor, Org. Biomol. Chem.
2011, 9, 2274-2278.
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los procesos enzimaticos atendiendo a muy diversos parametros que afectan a la
catélisis enzimética como la cantidad y el tipo de donador de acilo, la temperatura o el

disolvente entre otros.

(0]
A e o (LHARZ
_ >

o) + Yo _O + e)
/[ \I R? “OEt Disolvente /[ j /[ \j[
R X7 Br 250 rpm R X7 Br R OX7 Br
()-4a-f 6: R = Me (S)-4a-f (R)-8a-f
7: R?2 = CH,0OMe (R)-9a-f

Esquema 21.Representacion general de la resolucion enzimética de las aminas racémicas4a-f.

4.1. SINTESIS Y REACTIVIDAD DE LA AMINARACEMICA 4a

Con el fin de desarrollar una metodologia sencilla y general para la sintesis y
posterior resolucion enzimatica de 1-(hetero)ariloxi-propan-2-aminas, se decidid
comenzar el estudio eligiendo la 1-(2-bromofenoxi)propan-2-amina (4a) como sustrato
modelo.

4.1.1. Sintesis de 1-(2-bromofenoxi)propan-2-amina en forma racémica (4a)

La amina racémicada se sintetizO a partir del 2-bromofenol (1a) que es
comercialmente accesible.En un primer lugar, se llevé a cabo la reaccion entre 1a y un
ligero exceso de lacloroacetona (2, 1.2 equivalentes) en presencia de 2 equivalentes de
carbonato potésico (K,CO3) y cantidades cataliticas de yoduro potasico (KI, 0.3
equivalentes), empleando acetona como disolvente (Esquema 22). Asi, tras 2 horas de
reaccion a 55 °C, se aislé la cetona 3a con un rendimiento cuantitativo tras un simple
proceso de extraccion. Posteriormente el tratamiento de 3acon 2 equivalentes de
cianoborohidruro sédico (NaBH3CN) y un gran exceso de acetato amoénico
(CH3CO2NHy, 10 equivalentes) empleando metanol (MeOH) como disolvente, condujo
a la amina deseada 4a con un rendimiento Unicamente del 25%.Este bajo rendimientose
atribuye a la formacion de productos secundarios ya que en ninguna de las pruebas

realizadas se observaba sustrato de partida remanente.
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K,CO;4 NaBH3;CN
OH 0 KI 0 CH3CO,NH, NH,
©: * )K/U Acetona 0 MeOH 0
Br 55°C, 2 h @[ ta,16h @[
1a 2 (99%) Br (25%) Br
3a (£)-4a

Esquema 22.Sintesis quimica dela amina racémica4a partiendo de 2-bromofenol (1a) y
cloroacetona (2).

4.1.2. Acilacion quimica de la amina racémica 4a y separacion analitica de sus

enatiomeros

Una vez obtenida la amina racémicada se procedid a sintetizar la amidas
racémicas8a y 9a que serian los productos resultantes de las reacciones catalizadas por
lipasas entre (x)-4ay ésteres no activados, como puedan ser el acetato de etilo (AcOEt,

6) o0 el metoxiacetato de etilo (7).

Para la sintesis de la acetamida (+)-8a se emple6 anhidrido acético (10), mientras
que para (+)-9a se uso el cloruro de metoxiacetilo (11). Ambas reacciones se llevaron a
cabo en diclorometano(CH.Cl,) seco y a temperatura ambiente, usando 2 equivalentes
del agente acilante, 3 de trietilamina (EtsN) y cantidades cataliticas de 4-(N,N-
dimetilamino)piridina (DMAP). Después de una hora de reaccion y tras un proceso de
extraccion y posterior purificacion en columna de gel de silice, fue posible el
asilamiento de las amidas 8a y 9a con un rendimiento del 96 y el 98% respectivamente

(Esquema 23).

DMAP
KL NH; o o Et;N (L”J\
o) + —_—
@: )ko)K CH,CI, seco 0
Br 10 ta.,1h

(96%) Br

(+)-4a (+)-8a
o
DMAP
(e}
’/L\NHZ (0] Et3N ’)*WH)K/ ~
(o) + o —_—
- \)kCI CH,Cl, seco 0
Br ta,1h
" (98%) Br
(+)-4a (+)-9a

Esquema 23. Acilaciénquimica de la amina racémicada empleando anhidrido acético o
cloruro de metoxiacetilo.
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Una vez sintetizadas ambas amidas, se llevé a cabo una optimizacion de la
separacion de ambos enantidbmeros. Asi, se consideraron la amina (£)-4a, la acetamida
(x)-8a y la metoxiacetamida (z)-9a, obteniendo para todas ellas buenas separaciones
quirales empleando la técnica de HPLC con la columna de relleno quiralChiralpak AD-
H a una temperatura de 30 °C y un flujo de 0.8 mL/min de un eluyente formado por
hexano y 2-propanol (95:5 v/v). Cromatogramas e informacion adicional de estos
experimentos de separacion analitica se encuentran recogidos en la Parte Experimental

de este Trabajo Fin de Master.

4.1.3. Acilacion enzimatica de la amina racémica 4a utilizando la CAL-B

Una vez sintetizadas las amidas de referencia y optimizadas las condiciones de
separacion mediante HPLC, se procedi6 a llevar a cabo la acilacion enzimatica de la
amina (x)-4a catalizada por la CAL-B y empleando como donadores de acilo acetato de

etilo y metoxiacetato de etilo.

La resolucién enzimatica de la amina racémicada se decidié llevar a cabo fijando
unas condiciones de reaccion como son la utilizaciéon de CAL-B en una relacion
sustrato:enzima(l1:1) en peso, tetrahidrofurano (THF)secocomo disolvente, 30 °C y 250
rpm, estudiando la influencia del donador de acilo. La eleccion de éste fue basada en la
nula de reactividad del mismo en ausencia de enzimas, por lo que se eligieron dos

ésteres no activados como son el AcOEt (6) y el metoxiacetato de etilo(7).

Inicialmente se emplearon 3 equivalentes del éster con relacién a la amina (£)-4a,
haciendo un seguimiento temporal del proceso en las condiciones de HPLC previamente
descritas. Los resultados obtenidos se encuentran recogidos en la Tabla 3. Asi, se puede
observar que la CAL-B mostr6é una clara selectividad por la acilacion del enantiomero
(R)-4a, observandose una menor rapidez en el proceso realizado con AcOEt como
donador de acilo (entradas 1-6), donde tras 43 h se superd el 50% de conversién. Por
otro lado, la reaccion con el metoxiacetato de etilo condujo a una conversion del 54%
tras recoger la primera alicuota de reaccion, es decir, a las 5 horas (entrada 7), aislando
satisfactoriamente en este caso el sustrato en forma practicamente enantiopura incluso a

tiempos mas largos de reaccion (entradas 8 y 9).
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Tabla 3. Resolucion cinética de la amina (+)-4a utilizando CAL-B y3 equivalentes de acetato
de etilo (6) 0 metoxiacetato de etilo (7) en THF seco a 30 °C y 250 rpm.

o}
NH, 0 CAL-B “/NH, V/kﬁ)kR

+ -

(o} o + fe)
L e e O
0
Br 30 °C, 250 rpm Br Br
(S)-4a

()42 7: :=RC=H’;A§Me Egzg:

Entrada  Donador de acilo  t (h) ee, (%0)* ee, (%) ¢ (%)° E°
1 6 5 95 38 28 57
2 6 19 93 69 43 55
3 6 21 92 71 44 50
4 6 23 92 74 45 52
5 6 43 87 91 51 45
6 6 45 86 93 52 45
7 7 5 83 99 54 56
8 7 19 69 99 59 32
9 7 21 68 99 59 25

& Excesos enantidmericos determinados mediante HPLC.
® Conversiones calculadas como ¢ = eeJ/(ees+eep).
¢ Valores de la enantioselectividad del proceso: E = In[(1-c)x(1-ee5)]/In[(1-c)x(1+eep)].

Seleccionado el metoxiacetato de etilo como donador de acilo ideal, se llevo a
cabo un estudio de las condiciones Optimas para la resolucién cinética enzimatica de la
amina racémicada. Para ello se estudié la influencia de diversos parametros de reaccion
como la temperatura, el disolvente, los equivalentes del éster, asi como la proporcién en
peso de sustrato vs CAL-B. Las biotransformaciones se analizaron tomando una serie de
alicuotas a lo largo del tiempo, y los datos més representativos se encuentran recogidos
en la Tabla 4.

Con el fin de intentar disminuir la velocidad de reaccion y tratar asi de encontrar
unas condiciones de reaccion que nos permitieran obtener la metoxiacetamida(R)-9a en
forma enantioméricamente pura, se llevaron a cabo experimentos en los que se
disminuyeron los equivalentes de metoxiacetato de etilo (entradas 2 y 3). En ambos
casos se obtuvieron conversiones cercanas al 50% con excelentes selectividades,
aislando la amina enantiopura tras tan solo 1.5 horas cuando se empleaban 2
equivalentes de 7. En esas mismas condiciones se empled otro disolvente organico
apolar como es el tert-butilmetil éter (TBME), el cual condujo a la amina en forma

enantiopura pero a conversiones mas altas y por tanto con enantioselectividadases algo
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inferiores que en el caso del THF (entradas 2 y 4). Por otro lado, se observo que al
disminuir la temperatura de reaccion a 20 °C, la velocidad de reaccion disminuia como
era esperable, y tras 2 horas de reaccion alcanzé una conversion del 51% con una

excelente selectividad (entrada 5).

Tabla 4.Resolucién cinética de la amina (+)-4a utilizando CAL-B ymetoxiacetato de etilo (7)
en THF seco a 250 rpm.

Entrada CAL-B:4a® Disolv. 7(eq) T(°C) t(h) ee, (%) ees(%)* c(%)° EC

1 1:1 THF 3 30 5 83 99 54 56

2 11 THF 2 30 1.5 93 >99 52 156
3 11 THF 1 30 25 95 95 50 154
4 11 TBME 2 30 1.5 69 >99 59 72

5 11 THF 2 20 1 95 99 51 >200
6 0.5:1 THF 2 20 1 97 86 47 195
7 0.5:1 THF 2 20 2 96 96 50 193
8 1:1 THF 2 1 97 92 49 >200
9 11 THF 2 2 96 99 51 >200

# Relacion sustrato: enzima en peso.

® Excesos enantiomericos determinados mediante HPLC.

¢ Conversiones calculadas como ¢ = eey/(ees+eep).

% Valores de la enantioselectividad del proceso: E = In[(1-c)x(1-ees)]/In[(1-c)x(1+eep)].

Alentados por estos resultados, se decidié rebajar cantidad de enzima a una
relacion CAL-B:sustrato de 0.5:1 en peso, alcanzandose tras 2 horas de reaccion una
conversion del 50%, con la amina y la amida en un 96% ee (entradas 6 y 7). Por ultimo
se disminuyd la temperatura de la reaccion hasta los 4 °C, obteniéndose de la misma

manera excelentes enantioselectividades (entradas 8 y 9).

4.2. SINTESIS Y RESOLUCION CINETICA DE LAS 1-(HETERO)ARILOXI-
PROPAN-2-AMINAS (+)-4b-f

Una vez optimizada la resolucidn cinética de la 1-(2-bromofenoxi)propan-2-amina
(4a) catalizada por la CAL-B, se decidié intentar dar una generalidad amplia a esta
metodologia para lo cual se eligieron una serie de bromofenoles sustituidos en posicion
4 con diversos restos como un grupo ciano (1b), metilo (1c) o fluoruro (1d), ademas de
una serie de derivados de piridina como el 2-bromopiridin-3-ol (1e) o el 3-bromo-
piridin-2-ol (1f).
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4.2.1. Sintesis de las aminas racémicas 4b-f

La sintesis de (+)-4b-f se llevd a cabo siguiendo el mismo protocolo seguido para
la sintesis de la amina 4a partiendo del 2-bromofenol(1a). Es decir, el primer paso de
reaccion consistid en el acoplamiento de los alcoholes comerciales 1b-f con la
cloroacetona(2) empleando 2 equivalentes de carbonato potasico, cantidades cataliticas
de yoduro potasico y acetona como disolvente, aislando tras 2 horas de reaccion las
propan-2-onas3b-f con rendimientos entre altos y excelentes (Tabla 5). Por otro lado, en
el caso de la reaccion de aminacion reductiva con 2 equivalentes de cianoborohidruro
sodico y 10 de acetato de amonico, se encontraron rendimientos de entre un 32 y un
41% similares al encontrado para la amina 4a.Ademas de la aminacion reductora, y con
el objetivo de intentar mejorar el rendimiento de este paso de reaccion, se procedio a
emplear otra metodologia con la se pretendia transformar las cetonas 3b-fen las aminas
(x)-4b-f con formiato aménico (HCO,NH,) en MeOH desoxigenado y agua, empleando
un 10% de Pd-C. Se observo que la reaccion no tenia lugar, por lo que se descart6 esta
posible via sintética.

Tabla 5.Sintesis quimica de las cetonas 3b-f y las aminas 4b-f.

K2CO3 NaBH;CN
0] CH3CO,NH, NH2
cetona X MeOH
55°C,2h II ta., 16 h II
1b-f R X Br

3b-f (+)-4b-f
Entrada  1b-f R X Y  Rdto. 3b-f (%) Rdto. 4b-f (%)
1 b CN CH CH 99 40
2 c CH; CH  CH 99 31
3 d F CH  CH 88 34
4 e H N CH 90 32
5 f H CH N 95 36

4.2.2. Acilaciéon quimica de las aminas racémicas 4b-f y separacién analitica
mediante HPLC

La acilacion quimica de las 1-(hetero)ariloxi-propan-2-aminas (z)-4b-fse llevo a
cabo con cloruro de metoxiacetilo siguiendo el mismo procedimiento que ya se

empleara para la sintesis de la metoxiacetamidaracémica9a, aislando las amidas 9b-ftras
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cromatografia de columna en gel de silice con rendimientos entre algos y excelentes
(Tabla 6).

Tabla 6.Acilacion de las aminas racémicas4b-f con 2 equivalentes de cloruro de metoxiacetilo,
3 equivalentes de trietilamina y 0.2 equivalentes de DMAP en diclorometano seco a temperatura
ambiente.

o)
EtsN
o
Hy NH, o) DMAP H“HJ\/ ~
+ —_—
t.a.
R X/ Br 1" R X/ Br

(+)-4a-f (+)-9b-f
Entrada 4b-f R X Y t(h) Rdto. 4b-f (%0)
1 b CN CH CH 1 87
2 c CHs CH CH 3 85
3 d F CH CH 1 99
4 e H N CH 12 99
5 f H CH N 1 89

Aisladas con alta pureza las correspondientes aminas 4b-f y metoxiacetamidas9b-
f se desarrollaron métodos de HPLC empleando columnas de relleno quiral, cuyas
condiciones se han detallado en la Parte Experimental de este Trabajo Fin de Méster. En
el caso de la amina (+)-4b no se encontraron unas condiciones de HPLC en las que
ambos enantibmeros se separasen, por ello, fue necesario derivatizar la amina

remanente a la correspondiente metoxiacetamida tras la reaccién enzimatica.

4.2.3. Acilacion enzimatica de las aminas racémicas 4b-f utilizando la CAL-B

Con las aminas racémicas ()-4b-f sintetizadas y las condiciones de HPLC
optimizadas para el seguimiento de sus resoluciones enzimaticas por reaccion de
acilacion, se procedié a extender la metodologia ya estudiada y optimizada previamente
con la amina racémicada(Tabla 7). Es decir, inicialmente se llevaron a cabo las
reacciones en presencia de 2 equivalentes de metoxiacetato de etilo, con una relacién de
CAL-B vs amina (1:1), THF seco como disolvente a 20 °C y 250 rpm (entrada 1).

En el caso de la amina 4b con el resto ciano en posicion 4 (entrada 2), se observé

una reactividad similar a la de la amina sin sustituyentes en la posicion 4 (4a, entrada
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1), si bien tiempos prolongados de reaccion condujeron a una pérdida de la selectividad
del proceso (E = 64). Sin embargo, se apreciaron excelentes selectividades en la
formacion de las metoxiacetamidas (R)-9c,d tras simplemente 1 hora de reaccion
(entradas 3 y 4). Este efecto se observo también en el caso de las heteroaminasde y 4f
(entradas 5-8), las cuales mostraron una cinetica similar observandose una pérdida
paulatina de la selectividad con el tiempo. Tanto para 4e como para 4f se alcanzaron
conversiones del 50% con excelente selectividad tras tan solo 45 minutos de reaccion.

Tabla 7. Resolucion cinética de las amina (x)-4a-f utilizando CAL-B (relacién 1:1 en peso con
respecto a la amina) ymetoxiacetato de etilo (7, 2 equivalentes) en THF seco a 20 °C y 250 rpm.

0
)k/o\ K
(LNHZ CAL-B H\H H NH,
(0] +

(0]
~ o + o M~ e ﬁ ~ 0
R X/ Br 7 250 rpm R X/ Br R X/ Br
(+)-da-f (R)-9a-f (S)-4b-f
Entrada 4a-f R X Y t(h) ee (%) ee (%)} c(%) E°
1 a H CH CH 1 95 99 51 206
2 b CN CH CH 1 93 90 50 91
3 c CH; CH CH 1 97 >99 51 >200
4 d F CH CH 1 95 >99 51 >200
5 e H N CH 0.75 99 >99 50 >200
6 e H N CH 1 97 >99 51 450
7 f H N CH 0.75 98 >99 50 145
8 f H CH N 1 93 >99 52 56

& Excesos enantioméricos determinados mediante HPLC.
® Conversiones calculadas como ¢ = ee/(ees+eep).
¢ Valores de la enantioselectividad del proceso: E = In[(1-c)x(1-ee,)]/In[(1-c)x(1+eep)].

4.3. ASIGNACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA DE LAS AMINAS Y
METOXIACETAMIDAS OBTENIDAS

Las aminas y metoxiacetamidasenantioenriquecidas obtenidas mediante la
resolucion cinética enzimatica no han sido descritas previamente en la bibliografia. Por
ello, se han asignado sus configuraciones absolutas a través del modelo empirico

descrito como regla de Kazlauskas.?’

Esta regla ha sido presentada anteriormente en la introduccion de este Trabajo Fin

de Mastery se basa en el tamafio de los sustituyentes unidos al estereocentro para
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predecir qué enantiomero reaccionard mas rapidamente. De esta forma, el sustituyente
més voluminoso se alojara en el hueco de mayor tamario, mientras que el sustituyente
menos voluminoso se alojara en el de menor tamafio (Figura 4,Introduccion). Si
aplicamos la regla de Kazlauskas a nuestros sustratos (Figura 7), se puede asumir que
reaccionard mas rapidamente el enantiomero de la amina de configuracion (R),
obteniéndose por tanto las (R)-metoxiacetamidas9a-f y las aminas remanentes 4a-f.
Adicionalmente, y en un estudio paralelo desarrollado en nuestro grupo de investigacion
sobre la transaminacion de cetonas con m-transaminasas de estereopreferencia
conocida,™ se han comparado las rotaciones épticas de las aminas obtenidas empleando
estas dos estrategias enzimaticas de manera independiente, llegando a la misma

conclusion derivada de la aplicacion de la Regla de Kazaluskas.

Sustituyente grande

Sustituyente pequeiio

NH, NH,
. M L MeT ’
; | 0 NN
_ P
R™ X7 Brs Br” X7 TR
(R)-3b-f (S)-3b-f
Enantiémero Enantiéomero
favorecido desfavorecido

Figura 7. Regla de Kazlauskas aplicada a la resolucion de las aminas (z)-4b-f por acilacion
catalizada con la CAL-B.

% Tesis Doctoral de Maria Lopez Iglesias, 2015, Universidad de Oviedo: “Sintesis de heterociclos
nitrogenados mediante la combinacion de estrategias quimicas y enzimaticas. Aplicacion de la biocatélisis
en procesos no convencionales”.
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Conclusiones

En este Trabajo Fin de Master se ha desarrollado una metodologia de sintesis
sencilla y general de una serie de 1-(hetero)ariloxi-propan-2-aminas racémicas que

difieren en la sustitucion presente en el anillo aromatico.

Una vez sintetizadas quimicamente las correspondientes metoxiacetamidas
racémicas con rendimientos entre moderados y excelentes, se han desarrollado métodos
de HPLC empleando columnas de relleno quiral, adecuados para el seguimiento

temporal de las resoluciones cinéticas enzimaticas.

Se ha llevado a cabo una optimizacion de las condiciones de reaccion empleando
la 1-(2-bromofenoxi)propan-2-amina como sustrato modelo, estudiando la influencia de
muy diversas variables que afectan a la catélisis enzimatica como la cantidad de

enzima y donor de acilo, disolvente, temperatura y el tiempo de reaccion.

La lipasa de Candida antarctica tipo B (CAL-B) en combinacién con el
metoxiacetato de etilo ha permitido la resoluciéon de una familia de 1-(hetero)ariloxi-
propan-2-aminas con excelentes selectividades, aislando en todos los casos las aminas

en forma enantiopura (Esquema 24).

(LNH o (L )K/o ’)-,,NH
2 CAL B 1\
Yo O + (o) + Yo O
/[\I oo T ®
P 20 °C, 250 rpm P2
R™ ™X” TBr R™ X" TBr

(£)-4af 7 (R )-Qa-f (S)-4a-f
(83 - 99% ee) (96 - 99% ee)

Esquema 24. Resolucion cinética enzimatica de 1-(hetero)ariloxi-propan-2-aminas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y habiendo accedido a una serie de
precursores de 2,3-dihidrobenzoxazinas, nos planteamos como planes futuros la

preparacion de una serie representativa de este tipo de compuestos heterociclicos.
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Parte Experimental

6.1. DISOLVENTES Y REACTIVOS GENERALES

Los reactivos quimicos fueron adquiridos de distintas casas comerciales como Sigma-

Aldrich, Acros o Fluka y fueron emplearon sin necesidad de purificacion adicional.

La lipasa de Candida antarctica tipo B (CAL-B, Novozym-435, 7300 PLU/g) fue donada
por la comparfiia Novo Nordisk y estd inmovilizada sobre un soporte de tipo polimérico.

Los disolventes empleados en las reacciones de aminacion reductora y de acilacion tanto
quimica como enzimatica fueron previamente destilados bajo atmésfera de nitrégeno y secados
con desecantes adecuados a casa caso. En el caso del metanol se empleé hidruro célcico, al igual
que para el diclorometano. Para el tetrahidrofurano, el tert-butilmetil éter y el dietil éter se usé

sodio, empleando benzofenona como indicador.
6.2. TECNICAS DE PURIFICACION Y ANALISIS
6.2.1. Cromatografia en gel de silice

Las cromatografias en capa fina (TLC, del inglés thin layer chromatography) se
realizaron sobre un soporte de cromatofolios de gel de silice 60 de 0.25 mm de espesor que

incorporan un revelador de ultravioleta (Amax = 254 nm), comercializados por Merck.

Como revelador se empled una disolucion de p-anisaldehido (12 mL) en 4cido sulfarico
fumante (17 mL), acido acétido (5 mL) y MeOH (450 mL). Alternativamente, se empled una

disolucién de nihidrina en etanol.

Las cromatografias en columna fueron realizadas sobre gel de silice 60 (230-400 mesh)

comercializada por Merck. Como eluyentes se utilizaron mezclas de CH,Cl, y MeOH.
6.2.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Los analisis llevados a cabo empleando cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
se realizaron en un cromatografo Hewlett-Packard 1100 utilizando diferentes columnas quirales.

La deteccion se llevd a cabo en la zona del espectro visible-ultravioleta a unas longitudes de
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onda de 210 y 215 nm. Como fase mdvil se utilizaron mezclas de hexano e isopropanol o,
alternativamente, de hexano y etanol, detallandose en la caracterizacion de cada producto la
proporcién exacta para la separacion de los enantiomeros de cada compuesto.

6.2.3. Espectroscopia infrarroja (IR)

Los espectros de IR se registraron en un espectrofotometro PERKIN-ELMER FT:
ESPECTRUM 100T empleando como soporte dos monocristales de NaCl cuando se trataba de
compuestos liquidos, o bien pastillas de KBr cuando eran solidos. En todos los casos, los
espectros de IR se registraron en la zona comprendida entre 4000 y 700 cm™. Las bandas de

vibracion se indican en valores de v maxima y se expresan en cm'™.
6.2.4. Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

Los experimentos de masas de alta resolucién (HRMS) se realizaron empleando un
espectrometro micrOTOF-Q y se obtuvieron espectros de masas empleando la técnica ESI®. Los

valores se refieren a unidades de masa atomica (uma).
6.2.5. Puntos de fusion

Los puntos de fusion fueron medidos en un aparato Gallenkamp usando tubos capilares

abiertos y, por lo tanto, sus valores no estan corregidos.
6.2.6. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los experimentos de resonancia magnética nuclear de ‘H-RMN, **C-RMN y DEPT se
realizaron en los espectrémetros Bruker AV-300 (300.13 MHz para *H y 75.5 MHz para **C) y
Bruker DPX-300 (300.13 MHz para 'H y 75.5 MHz para *C) empleandose CDCl; como
disolvente salvo para el caso de la amina (+)-3c en el que se emple6 MeOD. Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millon, relativos a la sefal del

tretametilsilano como referencia interna, y las constantes de acoplamiento (J) en Hertzios (Hz).
6.3. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS
6.3.1. Procedimiento para la sintesis de las cetonas 3a-f

A una mezcla de carbonato potasico (2 equiv), yoduro potasico (0.29 equiv) y el
correspondiente bromofenol 1a-f (1 equiv) en acetona (0.3 M) se afiade la cloroacetona (2, 1.2
equiv) a temperatura ambiente y la mezcla se calienta a reflujo durante 2 h. Transcurrido ese
tiempo, el contenido del matraz se vuelca sobre H,O (5 mL) y se extrae con Et,O (5 x 10 mL).

Las fases organicas se lavan con H,O (20 mL), se secan con Na,SO, y se evapora el disolvente,
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aislando las bromocetonas 3a-f con rendimientos muy altos (3a: 99%; 3b: 99%; 3c: 99%; 3d:

88%); 3e: 90%; 3f: 95%; Esquema 21y Tabla 3) y sin necesidad de purificacion adicional.
6.3.2. Procedimiento para la sintesis de las aminas racémicas 4a-f

A una disolucidn de la correspondiente cetona 3a-f (1 equiv) en metanol seco (0.32 M)
bajo atmdsfera de nitrogeno se adicionan, sucesivamente, el acetato de amonio (10 equiv) v el
cianoborohidruro de sodio (2 equiv). La mezcla agita a temperatura ambiente durante 16 h vy,
pasado ese tiempo, se adiciona H,O (15 mL) para detener la reaccion. A continuacion, se
acidifica con HCI concentrado (unas gotas) y se extrae con Et,0O (3 x 15 mL). La fase organica
se desecha y la fase acuosa se alcaliniza con NaOH (dos/tres pastillas) y se extrae con Et,O (3 x
20 mL). La fase orgénica se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora el disolvente. El crudo de
reaccion obtenido se purifica mediante columna de cromatografia en gel de silice (10%
MeOH/CH,Cl,), aislando las aminas racémicas (4a: 25%; 4b: 40%; 4c: 31%; 4d: 34%; 4e: 32%
y 4f: 36%; Esquema 21y Tabla 3).

6.3.3. Procedimiento para la sintesis de la acetamida racémica 8a

A una disolucién de la amina racémica 4a (75 mg, 0.328 mmoles) en diclorometano seco
(2 mL) bajo atmdsfera de nitrbogeno se afiaden, sucesivamente, DMAP (8.0 mg, 0.066
mmoles), trietilamina (72.2 pL, 0.983 mmoles) y anhidrido acético (10, 72.2 uL, 0.655
mmoles). La mezcla se deja agitando a temperatura ambiente durante una hora. El crudo de
reaccion obtenido tras la evaporacion del disolvente se purifica mediante columna

cromatografica (5% MeOH/CH,CI,), aislando la acetamida 8a con un rendimiento del 96%.
6.3.4. Procedimiento para la sintesis de las metoxiacetamidas racémicas 9a-f

A una disolucién de la amina racémica 4a-f (1 equiv) en diclorometano seco (2.1 mL) se
afiaden, sucesivamente, dimetilaminopiridina (0.2 equiv), trietilamina (3 equiv) y cloruro de
metoxiacetilo (11, 2 equiv). La mezcla se deja agitando a temperatura ambiente durante una
hora y el crudo de reaccion obtenido tras la evaporacion del disolvente se purifica mediante
columna cromatografica (5% MeOH/CH,CI,), aislando las metoxiacetamidas con buenos
rendimientos (9a: 98%; 9b: 87%; 9c: 85%; 9d: 99%; 9e: 99%); 9f: 89%; Esquema 22 y Tabla 4).

6.3.5. Procedimiento para la resolucion cinética enzimatica de la amina (+)-4a con

acetato de etilo

A una suspension de CAL-B (25 mg, 1:1 en peso) y amina (+)-4a (25 mg, 0.109
mmoles), bajo atmdsfera de N,, en THF seco (1 mL) se afiade acetato de etilo (6, 32 pL, 0.327

mmoles). La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm durante 45 h. El crudo de reaccion se filtra, se
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lava la enzima con THF (3 x 5mL) y se evapora disolvente. El crudo de reaccién se purifica
mediante columna cromatografica en gel de silice empleando un gradiente de eluyentes (95-
10% MeOH/CH,CI,). Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 3.

6.3.6. Procedimiento para la resolucion enzimatica de las aminas (+)-4a-f con

metoxiacetato de etilo

A una suspension de CAL-B (1:1 en peso) y la correspondiente amina (+)-4a-f (0.10
mmoles), bajo atmosfera de N,, en el disolvente seco (0.1 M, 1 mL) se afiade metoxiacetato de
etilo (7. La mezcla se agita orbitalmente a 250 rpm hasta que se da por concluida la reaccion,
momento en el que se filtra la reaccion y se evaporan disolventes. Posteriormente, se purifica el
crudo de reaccion mediante columna cromatogréafica en gel de silice empleando un gradiente de

eluyentes (5-10% MeOH/CH,CI,). Los resultados obtenidos se recogen en las Tablas 3,4y 7.

6.3.7. Procedimiento para la derivatizacion de la amina 4b remanente en la

resolucién enzimatica de la misma amina racémica

A una disolucién de la amina 4b (6.4 mg, 0.025 mmoles) en diclorometano seco (0.3
mL), bajo atmésfera de nitrégeno se afiaden, sucesivamente, DMAP (0.6 mg, 0.005 mmol),
trietilamina (10.5 pL, 0.075 mmoles) y cloruro de metoxiacetilo (11, 4.6 pL, 0.05 mmoles). La
mezcla se deja agitando a temperatura ambiente durante una hora y el crudo de reaccion se
purifica mediante columna cromatogréafica en gel de silice (10% MeOH/CH,CIl,), aislando la

metoxiacetamida con un rendimiento del 83%.
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6.4. DATOS EXPERIMENTALES: CARACTERIZACION EXPERIMENTAL

1-(2-Bromofenoxi)propan-2-ona (3a)

7'/8LO
5©:0
¢ 9 : Br
Formula molecular: CyHgBro, Peso molecular: 229.07 g/mol

Aspecto fisico: Aceite incoloro R (40% AcOEt/Hex): 0.61

IR (NaCl): v 3450, 3066, 3007, 2919, 1732, 1586, 1575, 1478, 1444, 1431, 1360, 969, 932, 863,
830 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.37 (s, 3H, Ho), 4.54 (s, 2H, H;), 6.75-6.78 (dd, %), = 8.4
Hz, “Jun = 0.9 Hz, 1H, H), 6.86-6.92 (m, 1H, Hy), 7.25 (ddd, *Juy = 8.4, 7.5 Hz, “Juy = 1.6 Hz,
1H, Hs), 7.57 (dd, *Jun = 8.1 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, H3) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8 27.0 (Cs), 73.8 (C;), 112.1 (Cs), 113.1 (Cy), 122.9 (C5), 128.6
(Cs), 133.7 (Cy), 154.1 (Cy), 205.5 (Cg) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (CsHgBrNaO,)* (M+Na)* calculada 250.9678; encontrada 250.9691

1-(2-bromo-4-cianofenoxi)propan-2-ona (3b)

8 (@]
s 2 e}
Né 4 2BI’
Férmula molecular: C,oHsBrNO, Peso molecular: 254.08 g/mol
Aspecto fisico: Sélido amarillento R (20% Et,0/Hex): 0.33

Trus: 109-110 °C
IR (KBr): v 3364, 3054, 2987, 2306, 1731, 1601, 1440, 1377, 1322, 923, 896 cm™

H-RMN (CDCls, 300.13 MH2): § 2.39 (s, 3H, Hug), 4.66 (5, 2H, Hg), 6.81 (d, %Jus = 8.5 Hz,
1H, He), 7.60 (dd 3~]HH = 8.5 Hz, 4\]HH =2.0 Hz, 1H, H5), 7.88 (d, 4\]HH =2.0Hz, 1H, HS) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 26.9 (Cyo), 73.4 (Cs), 106.4 (C,), 112.8 (Cy), 117.4 (C;), 133.1-
137.1 (C5 + Cy), 157.6 (Cy,), 203.4 (Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (C1oHsBrNNaO,)" (M+Na)* calculada 275.9631; encontrada 275.9625
(C10HoBrNO,)" (M+H)" calculada 253.9811; encontrada 253.9813
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1-(2-Bromo-4-metilfenoxi)propan-2-ona (3c)

Formula molecular: CioH11BrO, Peso molecular: 243.10 g/mol

Aspecto fisico: Solido amarillento Rt (20% Et,0O/Hex): 0.26

Thus: 47-49 °C

IR (KBr): v 3055, 2925, 1724, 1606, 1496, 1359, 1290, 947, 882 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.28 (s, 3H, Hio), 2.36 (5, 3H, H-), 4.51 (s, 2H, Hs), 6.66 (d,
3Jun = 8.3 Hz, 1H, He), 7.03 (dd, 33,4 = 8.3 Hz, “Juy = 2.0 Hz, 1H, Hs), 7.39 (d, “Jun = 2.0 Hz,
1H, Hs) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 20.3 (Cyo), 27.1 (C7), 74.1 (Cs), 112.0 (C,), 113.2 (C), 129.1
(Cs), 132.9 (C4), 134.2 (Cs), 152.2 (C4), 206.1 (Cg) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (C1oH1;:BrNa0,)* (M+Na)” calculada 264.9835; encontrada 264.9827

1-(2-Bromo-4-fluorofenoxi)propan-2-ona (3d)

6 ! O
5[ 11 0
F~a S 2Br
Férmula molecular: CyHgBrFO, Peso molecular: 247.06 g/mol
Aspecto fisico: Sélido blanco R (20% Et,0O/Hex): 0.31

Trus: 67-68 °C
IR (KBr): v 3401, 3055, 2306, 1730, 1722, 1594, 1489, 1361, 947, 866 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 2.36 (s, 3H, Hy), 4.52 (s, 2H, H-), 6.75 (dd, J. = 9.0 Hz,
*Jen = 4.6 Hz, 1H, He), 6.98 (ddd, *Juy = 9.0 Hz, 33y = 7.7 Hz, “Juy = 3.0 Hz, 1H, Hs), 7.34 (dd,
3Jen = 7.7 Hz,*Ju = 3.0, 1H, H) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 27.0 (Cs), 74.5 (C5), 112.6 (d, *Jec = 9.9 Hz, C,), 114.2 (d, *Jc
= 8.6 Hz, Cq), 115.0 (d, 2Jec = 22.9 Hz, Cs), 121.0 (d, *Jec = 25.8 Hz, C3), 151.0 (d, “Jec = 2.6
Hz, C,), 157.4 (d, “Jec = 244.5 Hz, C,), 205.3 (Cg) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (CsHgBrFNaO,)" (M+Na)* calculada 268.9584; encontrada 268.9578
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1-((2-Bromopiridin-3-il)oxi)propan-2-ona (3e)

4 ! 0
5 ‘ \3 o
s “N7 2Br
Formula molecular: CsHsBrNO, Peso molecular: 230.06 g/mol
Aspecto fisico: Solido amarillento Rt (20% Et,0O/Hex): 0.38

Trus: 73-74 °C
IR (KBr): v 3054, 2986, 1738, 1565, 1415, 1362, 967, 896, 793, 749, 704 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 2.40 (s, 3H, Hy), 4.60 (s, 2H, H;), 7.05 (dd, *Ju = 8.1 Hz,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, Hy), 7.23 (dd, *Jyn = 8.1 Hz, *Jun = 4.7 Hz, 1H, Hs), 8.06 (dd, 3, = 4.7 Hz,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, Hg) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8 26.9 (Co), 73.5 (C5), 120.0 (CJ), 123.4 (Cs), 133.0 (C,), 142.4
(Co), 151.3 (Cs), 204.1 (Cg) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (CgHsBrNO,)" (M+H)" 229.9811; encontrada 229.9812
(CgHsBrNNaO,)* (M+Na)* 251.9631; encontrada 251.9624

1-((3-Bromopiridin-2-il)oxi)propan-2-ona (3f)

1 4 O
N2 O
| s
° 4/ Br
Férmula molecular: CsHgBrNO, Peso molecular: 230.06 g/mol
Aspecto fisico: Sélido marron Rt (20% Et,0/Hex): 0.2

Trus: 101-103 °C
IR (KBr): v 3055, 2987, 1738, 1656, 1603, 1527, 1422, 1406, 1371, 970, 856, cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.31 (s, 3H, Hy), 4.76 (s, 2H, H;), 6.14 (t, *Jun = 7.0 Hz, 1H,
Hs), 7.18 (dd, *Jyn = 7.0, “Jun = 1.9 Hz, 1H, He), 7.78 (dd, *Jpy = 7.0, “Juy = 1.9 Hz, 1H, Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 27.7 (Cs), 58.9 (Cs), 106.1 (Cs), 116.4 (Cs), 137.6 (Ce), 142.2
(C4), 158.8 (C,), 200.1 (Cy)

HRMS (ESI*, m/z): (CsHgBrNNaO,)" (M+Na)" 251.9631; encontrada 251.9630
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1-(2-Bromofenoxi)propan-2-amina (4a)

Férmula molecular: CgH1,BrNO Peso molecular: 230.11 g/mol
Aspecto fisico: Aceite amarillento R¢ (10% MeOH/CH,CI,): 0.28
IR (NaCl): v 3356, 2965, 2929, 2227, 1658, 1614, 1597, 1487, 1369, 1295, 975, 855, 730 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.22 (d, ®Jun = 6.6 Hz, 3H, Hg), 2.25 (s, 2H, NH,), 3.22-3.57
(m, 1H, Hg), 3.74 (dd, 2y = 8.9 Hz, 3344y = 7.4 Hz, 1H, H;), 3.96 (dd, 20y = 8.9 Hz, %),y = 4.0
Hz, 1H, H;), 6.75-6.92 (m, 2H, He y Hy), 7.24 (td, *Juy = 8.3 Hz, “Juy = 1.6 Hz, 1H, Hs), 7.53
(dd, *Jyn = 7.9 Hz, “Jp = 1.6 Hz, 1H, Hs) ppm.

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 19.4 (Cs), 46.5 (Cs), 75.2 (C;), 112.3 (C,), 113.4 (Cg), 122.1

HRMS (ESI*, m/z): (CgHgBrNNaO,)" (M+Na)* calculada 251.9631; encontrada 251.9630
Rotacion optica: (S)-4a [a]3° = +6.4 (c = 0.5, EtOH) con >99% ee

Separacion analitica de la amina (z)-4a (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tr = 11.8 y 13.4 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-4a:

Compuesto (S)-4a con un >99% ee:
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1-(2-Bromo-4-cianofenoxi)propan-2-amina (4b)

10

9
8" “NH,
6 4 O
5
YO
NC™ 4 Br
3
Férmula molecular: C4H;:BrN,O Peso molecular: 255.12 g/mol

Aspecto fisico: Aceite amarillento R¢ (10% MeOH/CH,CI,): 0.33

IR (NaCl): v 3364, 3358, 3104, 2227, 1750, 1596, 1494, 1461, 1398, 1397, 886, 816, 751, 715,
672 cm

'"H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.24 (d, 2Juy = 6.6 Hz, 3H, Hg), 2.12 (s, 2H, NH,), 3.47 (td,
3)n = 6.9, *Jyn = 4.1 Hz, 1H, Ho), 3.82 (dd, 2y = 8.8, *Juy = 7.3 Hz, 1H, Hg), 4.01 (dd, 2y =
8.8, *Jun = 4.1 Hz, 1H, Hg), 6.93 (d, %),y = 8.6 Hz, 1H, Hy), 7.58 (dd, %3, = 8.5, “Juy = 2.1 Hz,
1H, Hs), 7.83 (d, “Juy = 2.1 Hz, 1H, Hs) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 19.5 (Cy), 46.1 (Co), 75.5 (Cg), 105.3 (C,), 112.8 (Ce), 117.7
(Cy), 133.1-136.6 (Cs + Cy), 158.6 (Cy) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (C1oH,BrNO)* (M+H)" calculada 237.9862; encontrada 237.9858
Rotacidn optica: (S)-4b derivatizado a (S)-9b [«]3° = - 30.5 (c = 0.5, EtOH) con 90% ee

Separacion analitica de la metoxiacetamida (£)-9b (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tg = 23.7 y 25.2 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-9b:

Compuesto (S)-4b derivatizado a (S)-9b con un 90% ee:
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1-(2-Bromo-4-metilfenoxi)propan-2-amina (4c)

10
2
o 8 NH,
5 y O
0
H3C™ 4 . Br

Férmula molecular: C,yH4,BrNO Peso molecular: 244.13 g/mol
Aspecto fisico: Aceite amarillento R¢ (10% MeOH/CH,Cl,): 0.35
IR (NaCl): v 3355, 2925, 2932, 1663, 1486, 1373, 1287, 933, 796, 782, 685 cm™

'"H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): 8 1.22 (d, *Juy = 6.6 Hz, 3H, Hy), 2.27 (s, 2H, NH,), 2.60 (s,
3H, H-), 3.42 (m, 1H, Hy), 3.72 (dd, 2y = 8.9, 33y = 7.4 Hz, 1H, Hg), 3.94 (dd, 23y = 8.9, *Jun
= 4.0 Hz, 1H, Hg), 6.78 (d, *Jun = 8.4 Hz, 1H, He), 7.03 (dd, Juy = 8.4, “Juy = 2.1 Hz, 1H, Hs),
7.35 (d, “Jun = 2.1 Hz, 1H, H;) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 19.3 (Cy), 20.2 (C;), 46.4 (Cg), 75.3 (Cg), 112.0 (C,), 1135
(Ce), 128.9 (Cs), 131.8 (Cy), 133.6 (C3), 152.9 (C,) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (CyH1sBrNO)* (M+H)" calculada 244.0332; encontrada 244.0322
Rotacidn optica: (S)-4¢ [a]Z® = + 6.4 (c = 1, EtOH) con >99% ee

Separacion analitica de la amina (z)-4c (HPLC):

Columna: Chiralcel OD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tr = 9.3y 11.7 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-4c:

Compuesto (S)-4c con un >99% ee:
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1-(2-Bromo-4-fluorofenoxi)propan-2-amina (4d)

Férmula molecular: CqH;;BrFNO Peso molecular: 248.10 g/mol
Aspecto fisico: Aceite amarillento Rt (10% MeOH/CH,CI,): 0.23
IR (NaCl): v 3410, 3012, 2979, 1687, 1433, 1326, 1290, 947, 867, 753, 701 cm™

'"H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.22 (d, *Jun = 6.6 Hz, 3H, Hg), 2.43 (s, 2H, NH,), 3.33-3.53
(m, 1H, Hg), 3.71 (dd, 2,y = 8.8, 3y = 7.4 Hz, 1H, H-), 3.93 (dd, 2,y = 8.8, 33y = 4.0 Hz,
1H, H-), 6.83 (dd, *Juy = 9.1, “Jue = 4.8 Hz, 1H, Hy), 6.95 (m, 1H, Hs), 7.28 (dd, *Jye = 7.8, “Jun
= 3.0 Hz, 1H, H;) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 19.2 (C,), 46.4 (Cg), 75.8 (Cy), 112.4 (d, *Jgc = 9.9 Hz, Cy),
114.1 (d, *Jec = 8.5 Hz, Cg), 114.8 (d, 2Jec = 22.6 Hz, Cs), 120.3 (d, 2Jec = 25.8 Hz, C;), 151.7
(d, “Jec = 2.4 Hz, Cy), 156.7 (d, “Jec = 243.3 Hz, C,) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (CgH1,BrFNO,)" (M+H)" calculada 248.0081; encontrada 248.0048
Rotacion optica: (S)-4d [a]4® = + 2.5 (¢ = 1, EtOH) con >99% ee

Separacion analitica de la amina (+)-4d (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tr = 11.8 y 12.6 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-4d:

Compuesto (S)-4d con un >99% ee:
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Parte Experimental

1-((2-Bromopiridin-3-il)oxi)propan-2-amina (4e)

Foérmula molecular: CgHy;BrN,O Peso molecular: 231.09 g/mol
Aspecto fisico: Aceite amarillento Rt (10% MeOH/CH,CI,): 0.28
Trus: 80-90 °C

IR (NaCl): v 3330, 3321, 2960, 2929, 2227, 1645, 1596, 1563, 1538, 1494, 1447, 1416, 849,
795, 726, 680 cm™

'"H-RMN (MeOD, 300.13 MHz): & 1.29 (d, *Juy = 6.6 Hz, 3H, Hg), 3.43 (m, 1H, Hg), 3.94 (dd,
2Jun = 9.3, 3Jun = 6.6 Hz, 1H, Hy), 4.09 (dd, 24 = 9.3, 33y = 4.5 Hz, 1H, Hg), 7.38 (dd, %)y =
8.2, Jun = 4.9 Hz, 1H, Hs), 7.48 (dd, ®Jn = 8.2, “Juy = 1.7 Hz, 1H, Hy), 7.95 (dd, 33,y = 4.9,
*Jun = 1.7 Hz, 1H, He) ppm

BC-RMN (MeOD, 75.5 MHz): § 21.2 (C,), 49.8 (Cg), 77.8 (C;), 124.9 (C,), 128.0 (Cs), 136.1
(Cy), 144.9 (Cq), 156.3 (C3) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (CgHo,BrNO)" (M+H)" calculada 213.9862; encontrada 213.9859
Rotacidn optica: (S)-4e [a]Z® = + 4.2 (c = 1, EtOH) con >99% ee

Separacion analitica de la amina ()-4e (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/etanol 90:10
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: t = 17.5y 21.6 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-4e:

Compuesto (S)-3c con un >99% ee:
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Parte Experimental

1-((3-Bromopiridin-2-il)oxi)propan-2-amina (4f)

Foérmula molecular: CgHy;BrN,O Peso molecular: 231.09 g/mol
Aspecto fisico: Aceite amarillento Rf (10% MeOH/CH,CI,): 0.21

IR (NaCl): v 3419, 3093, 2345, 2177, 1706, 1648, 1583, 1530, 1427, 1396, 1327, 976, 866, 855
-1
cm

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.16 (d, *Juy = 6.5 Hz, 3H, Hy), 1.98 (sa, 2H, NH,), 3.52-
3.59 (m, 1H, Hg), 3.70 (dd, “Juy = 12.9 Hz, %)y = 8.1 Hz, 1H, H,), 4.08 (dd, 2y = 12.9 Hz,
)iy = 4.7 Hz, 1H, H5), 6.08 (t, 334y = 7.0 Hz, 1H, Hs), 7.37 (dd, *Ju = 7.0 Hz, “J4y = 1.9 Hz
1H, He), 7.74 (dd, ®Juy = 7.0 Hz, “Juyy = 1.9 Hz, 1H, H,) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 20.9 (Co), 45.8 (Cg), 58.4 (C;), 105.8 (Cs), 116.7 (C3), 138.1
(Ce), 141.7 (C4), 159.3 (C,) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (CgH1;:BrN,NaO)" (M+Na)* calculada 252.9947; encontrada 252.9945
Rotacidn optica: (S)-4f [a]%® = + 31.3 (¢ = 0.5, EtOH) con >99% ee

Separacion analitica de la amina (z)-4f (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tg = 53.7 y 74.8 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-4f:

Compuesto (S)-4f con un >99% ee:
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Parte Experimental

1-(2-Bromofenoxi)propan-2-acetamida (8a)

Férmula molecular: Cy;H1,BrNO, Peso molecular: 272.14 g/mol

Aspecto fisico: Solido blanco R¢ (10% MeOH/CH,Cl,): 0.65

Tfus: 67'68 OC

IR (NaCl): v 3053, 2987, 1768, 1662, 1608, 1498, 1267, 914, 896, 761, 721 cm®

'"H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.37 (d, *Jun = 6.9 Hz, 3H, Hy), 2.01 (s, 3H, Hyy), 3.97-4.07
(m, 2H, Hy), 4.42 (m, 1H, Hg), 6.82-6.93 (m, 2H, Hs e Hy), 7.26 (ddd, *J.y = 8.2, 33y = 7.4,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, Hs), 7.53 (dd, *Jy4y = 7.8, “Jun = 1.6 Hz, 1H, H;) ppm

BC-RMN (CDCly, 75.5 MHz): § 18.0 (Cs), 23.8 (Cy1), 45.0 (Cq), 72.1 (Cy), 112.7 (C,), 114.0
(Ce), 127.8 (C4), 129.1 (Cs), 133.7 (C3), 155.3 (Cy), 170.4 (Cy) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (C11H1sBrO,)* (M+H)™ calculada 272.0281; encontrada 272.0287;
(C11H1,BrNNaO,)" (M+Na)* calculada 294.0100; encontrada 294.0103

Rotacidn optica: (R)-8a [a]3° = + 23.5 (c = 1, EtOH) con 86% ee

Separacion analitica de la acetamida (+)-8a (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tr = 14.5y 16.0 min

Separacion por HPLC de ambos enantidmeros del compuesto (+)-8a:

Compuesto (R)-8a con un 86% ee:
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Parte Experimental

1-(2-Bromofenoxi)propan-2-metoxiacetamida (9a)
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Férmula molecular: C;,H;sBrNO; Peso molecular: 302.17 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco R¢ (10% MeOH/CH,Cl,): 0.79
Tius: 52-53 °C

IR (KBr): v 3409, 3054, 2983, 2937, 2829, 1678, 1586, 1574, 1483, 1266, 986, 932, 896, 738,
704, 555 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 8 1.32-1.60 (m, 3H, Ho), 3.42 (s, 3H, Hy,), 3.89-3.92 (m, 2H,
Hiy), 4.03-4.05 (m, 2H, H-), 4.43-4.51 (m, 1H, Hg), 6.77-6.93 (m, 2H, Hs & Hy), 7.18-7.33 (m,
1H, Hs), 7.45-7.59 (m, 1H, Hs) ppm

BC_RMN (CDCls, 75.5 MHz): 5 18.1 (Cy), 4.4 (Cs), 59.6 (Cis), 72.0 (Cy), 72.3 (Cu), 112.8

HRMS (ESI", m/z): (C,H;;BrNO3)* (M+H)* calculada 302.0386; encontrada 302.0381;
(C12H1BrNaOs)* (M+Na)* calculada 324.0206; encontrada 324.0204

Rotacion optica: (R)-9a [a]3° = + 35.4 (c = 1, EtOH) con 93% ee

Separacion analitica de la metoxiacetamida (+)-9a (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tz = 15.9 y 16.8 min

Separacion por HPLC de ambos enantidmeros del compuesto ()-9a:

Compuesto (R)-9a con un 93% ee:
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Parte Experimental

1-(2-Bromo-4-cianofenoxi)propan-2-metoxiacetamida (9b)
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Férmula molecular: Ci3H:5BrN,O4 Peso molecular: 302.17 g/mol

Aspecto fisico: sélido blanco R¢ (10% MeOH/CH,Cl,): 0.63

Tis: 102-103 °C

IR (KBr): v 3417, 3012, 2182, 1696, 1669, 1605, 1510, 1456, 1298, 1267, 965, 868, 852 cm™
'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.42 (d, *Jun = 6.9 Hz, 3H, Hyp), 3.43 (s, 3H, Hys), 3.85-3.97
(M, 2H, Hy,), 4.07-4.16 (m, 2H, Hg), 4.45-4.53 (m, 1H, Hg), 6.97 (d, *Juy = 8.5 Hz, 1H, He),
7.60 (dd, ®Jpy = 8.5, “Juy = 2.1 Hz, 1H, Hs), 7.85 (d, *Jun = 2.1 Hz, 1H, H3) ppm

BC_RMN (CDCls, 75.5 MH2): 8 17.5 (Cyo), 23.4 (Co), 44.3 (Cys), 53.5 (Cs), 71.8 (Cyp), 105.32

HRMS (ESI*, m/z): (C13H16BrN,Os)" (M+H)" calculada 327.0339; encontrada 327.0335;
(C13H15sBrN;NaOs)" (M+Na)* calculada 349.0158; encontrada 349.0164

Rotacidn optica: (R)-9b [a]4® = + 36.4 (¢ = 1, EtOH) con 93% ee

Separacion analitica de la metoxiacetamida (+)-9b (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tg = 23.7 y 25.2 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-9b:

Compuesto (R)-9b con un 93% ee:
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Parte Experimental

1-(2-Bromo-4-metilfenoxi)propan-2-metoxiacetamida (9c)
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Férmula molecular: C;3H;sBrNO; Peso molecular: 316.20 g/mol

Aspecto fisico: solido blanco Rt (10% MeOH/CH,CI,): 0.67

Trus: 64-65 °C

IR (KBr): v 3419, 3093, 2345, 2177, 1698, 1623, 1597, 1419, 1265, 896, 751, 706 cm™
'H-RMN (CDCls;, 300.13 MHz): & 1.41 (d, %)y = 6.8 Hz, 3H, Hy), 3.43 (s, 3H, Hy3), 3.85-3.97
(m, 2H, Hy,), 4.00-4.04 (m, 2H, Hg), 4.58-4.35 (m, 1H, Hy), 6.80 (d, *Juy = 8.3 Hz, 1H, He),
7.13-7.00 (m, 1H, Hs), 7.37 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H, H3) ppm

BC-RMN (CDCl3, 75.5 MHz): 17.7 (Cyo), 20.2 (Co), 44.0 (Cy3), 59.3 (C;), 71.8-71.9 (Cg + Cy,),
112.1 (Cy), 113.5 (Cs), 128.9 (Cs), 132.1 (Cy), 133.7 (Cs), 152.8 (Cy), 169.1 (Cyy) ppm

HRMS (ESI*, m/z) (C13H1BrNO3)" (M+H)": calculada 316.0543, encontrada: 316.0532;
(C13H1sBrNNaOs)* (M+Na)': calculada 338.0362, encontrada: 338.0360

Rotacidn optica: (R)-9c [a]Z® = + 31.8 (¢ = 1, EtOH) con 96% ee

Separacion analitica de la metoxiacetamida (+)-9c (HPLC):

Columna: Chiralpak 1C Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tg = 24.3 y 27.9 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-9c:

Compuesto (R)-9c con un 96% ee:
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Parte Experimental

1-(2-Bromo-4-fluorofenoxi)propan-2-metoxiacetamida (9d)
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Formula molecular: C;,H;sBrFNO; Peso molecular: 320.16 g/mol

Aspecto fisico: sélido blanco R¢ (10% MeOH/CH,Cl,): 0.64

Trs: 80-81 °C

IR (KBr): v 3409, 3054, 2986, 1733, 1678, 1527, 1492, 1265, 985, 909, 896, 865, 748, 705 cm®

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.41 (d, *Ju = 6.8 Hz, 3H, Hy,), 3.43 (s, 3H, Hg), 3.91 (m,
2H, Hyy), 4.01 (m, 2H, H;), 4.38-4.54 (m, 1H, Hg), 6.86 (dd, 33y = 9.1, “Jue = 4.7 Hz, 1H, Hy),
6.99 (M, Iy = 9.1, 3Jpe = 7.8, “0un = 3.0 Hz, 1H, Hs), 7.26-7.34 (m, 1H, H;) ppm

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 17.6 (Cs), 44.0 (Cg), 59.2 (C1,), 71.9 (C;) ,72.4 (Cyy), 112.5 (d,
8Jec = 9.5 Hz, C,), 114.0 (d, *Jec = 8.5 Hz, Hy), 114.8 (d, “Jec = 22.6 Hz, Cs), 120.4 (d, “Jec =
26.3 Hz, C3), 1515 (C]_), 158.5 (C4), 169.2 (Clo) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (C1,H16BrFNO;)" (M+H)" calculada 320.0292; encontrada 320.0287
(C12H1sBrFNNaO;)" (M+Na)™: calculada 342.0112, encontrada: 342.0117

Rotacidn optica: (R)-9d [a]Z® = + 25.3 (¢ = 0.5, EtOH) con 93% ee

Separacion analitica de la metoxiacetamida (+)-9d (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tr = 16.6 y 17.9 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-9d:

Compuesto (R)-9d con un 93% ee:
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Parte Experimental

1-((2-Bromopiridin-3-il)oxi)propan-2-metoxiacetamida (9e¢)

)
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Férmula molecular: C;1H;5BrN,O4 Peso molecular: 303.16 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco R¢ (10% MeOH/CH,Cl,): 0.57

Trus: 70-80 °C
IR (KBr): v 3400, 2933, 1667, 1651, 1563, 1530, 1447, 1418, 1294, 796, 727 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.43 (d, *Jun = 6.8 Hz, 3H, Hy), 3.44 (s, 3H, Hy,), 3.85-3.97
(m, 2H, Hyy), 4.03-4.12 (m, 2H, H,), 4.44-4.54 (m, 1H, Hg), 7.27-7.15 (m, 2H, H, e Hs), 8.02
(dd, *Jp = 4.4, “Jy = 1.8 Hz, 1H, He) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.6 (Cs), 43.7 (Cg), 59.3 (Cyy), 71.6 (C;), 71.9 (Cyy), 119.9
(C4), 123.5 (Cs), 133.2 (Cy), 141.7 (Ce), 152.0 (C3), 169.3 (C10) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (C1;H16BrN,O,)" (M+H)" calculada 303.0339; encontrada 303.0145
(C11H1sBrN;N a03)* (M+Na)™: calculada 325.0158, encontrada: 325.0145

Rotacion optica: (R)-9e [a]2® = + 19.8 (¢ = 1, EtOH) con 99% ee

Separacion analitica de la metoxiacetamida (+)-9e (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tz = 15.6 y 18.2 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-9e:

Compuesto (R)-9e con un 99% ee:
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Parte Experimental

1-((3-Bromopiridin-2-il)oxi)propan-2-metoxiacetamida (9f)
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Férmula molecular: C;1H;5BrN,O4 Peso molecular: 303.16 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco R¢ (10% MeOHCH,CI,): 0.65

Trus: 138-139 °C
IR (KBr): v 3478, 3319, 2922, 1649, 1596, 1537, 1494, 1378, 1297, 975, 848, 760, 657 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.30 (d, ®Jun = 6.2 Hz, 3H, Ho), 3.39 (s, 3H, Hi3), 3.86-3.96
(m, 2H, Hy), 3.97-4.08 (m, 2H, H;), 4.21-4.39 (m, 1H, Hg), 6.10 (t, *Juy = 7.2 Hz, 1H, Hs),
7.25-7.37 (M, 1H, He), 7.73 (dd, 33y = 7.2, “Jun = 1.9 Hz, 1H, H,) ppm

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8 18.1 (Co), 45.9 (Cs), 53.9 (C;), 59.4 (Cy2), 71.8 (Cyy), 106.2
(Cs), 116.6 (Cs), 137.3 (Ce), 141.8 (Cy), 159.6 (C;), 169.9 (C1o) ppm

HRMS (ESI*, m/z): (C11H16BrN;Os)" (M+H) calculada 303.0339; encontrada 303.0342
(C11H1sBrN;NaOs)" (M+Na)*: calculada 325.0158, encontrada: 325.0165

Rotacion optica: (R)-9f [a]3® = -50.6 (c = 1, EtOH) con 83% ee

Separacion analitica de la metoxiacetamida (+)-9f (HPLC):

Columna: Chiralpak AD-H Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5
Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30 °C

Tiempos de retencion: tg = 38.4 y 50.8 min

Separacion por HPLC de ambos enantiomeros del compuesto (+)-9f:

Compuesto (R)-9f con un 83% ee:
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