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RESUMEN (en espafol)

En esta Tesis Doctoral se aborda la combinacion de dos metodologias cataliticas como son el
empleo de enzimas y especies metalicas como aceleradores de reacciones quiiicas. Por ua lado.
la biocatalisis se ha consolidado como una estrategia eficiente para la sintesis selectiva de
distintos tipos de compuestos organicos bajo condiciones suaves de reaccion, mientras que i
catalisis metalica ha sido ampliamente estudiada para la obtencion de moléculas complejas
gracias a su capacidad para formar y activar enlaces carbono—caibono o carbono-heteroatomo.
Asi, se estudiaran las posibilidades que presentan distintos sistemas propargilicos como
alcoholes, ésteres, amidas o haloalquinos en una memoria dividida en una introduccion general.
y dos bloques claramente diferenciados que se describen a continuacion.

En la Introduccion de esta Tesis Doctoral se muestra wna perspectiva historica de la biocatalisis,
asi como de los distintos tipos de reactividad que son capaces de llevar a cabo las enzimas,
prestando especial atencion a su aplicabilidad sintética. Ademas, se desglosan las caracteristicas
particulares que presentan las especies de oro(I) para actuar como catalizadores de un gran
nimero de reacciones, y las ventajas que exhibe el desarrollo de procesos one-per basados en la
combinacién de distintos tipos de enzimas, asi como de especies metalicas y enzimas.

El primer bloque de esta Tesis Doctoral (Capitulo 1) se centra en el desarrollo de un sistema
multienzimatico para llevar a cabo la desracemizacion de alcoholes propargilicos racémicos
mediante la combinacion del sistema oxidativo fornnado por la lacasa de Trametes versicolor'y
el agente radicalario TEMPO. con una alcohol deshidrogenasa. Los resultados de esta
investigacion se encuentran recogidos en el trabajo titulado “Laccase-mediated oxidations of
propargylic alcohols. Application in the deracemization of I-arviprop-2-yn-I-ols in
combination wwith alcohol dehydrogenases™ (ChemCarChem 2020, 12, 520-527).

El segundo bloque (Capitulos del 2 al 5) aborda la combinacion de catatizadores de oro(I) con
distintos tipos de enziimas para desarrollar procesos one-pof que permitan sintetizar compuestos
organicos opticamente activos. Este bloque, a su vez se subdivide en dos partes, en fimcion de ta
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reaccion catalizada por la especie metélica, bien el reagrupamiento de Meyer-Schuster en los
Capitulos 2 y 3 usando alcohol deshidrogenasas o transaminasas, respectivamente, para la
sintesis de alcoholes o aminas alilicos 6pticamente activos, o bien la hidratacion de alquinos en
los Capitulos 4 y 5 para la sintesis de clorohidrinas y derivados de efedrina, respectivamente.

Los resultados de estas investigaciones se recogen en:

- Capitulo 2: “dlcohol dehydrogenases and N-heterocyclic carbene gold(l) catalysts:
Design of a chemoenzymatic cascade tovards optically active p,p-disubstituted allylic
alcohols” (Angewandte Chemie International Edition 2021, 60, 13945-13951).

- Capitulo 3: “Merging gold(l) catalysis with amine transaminases in cascade catalysis:
Chemoenzymatic transformation of propargylic alcohols into enantioenriched allylic
amines” recientemente aceptado en la revista Advanced Synthesis & Catalysis 2022,
364, doi.org/10.1002/adsc.202200777.

- Capitulo 4: “Unmasking the hidden carbonyl group using gold(I) catalysts and alcohol
dehydrogenases: Design of a thermodynamically-driven cascade toward optically
active halohydrins” (ACS Catalysis 2022, 12, 2552-2560).

- Capitulo 5: “Gold and biocatalysis for the stereodivergent synthesis of
nor(pseudo)ephedrine derivatives: Cascade design toward amino alcohols, diols, and
diamines” enviado para su posible publicacion en Nature Catalysis (manuscrito n®
22108036).

RESUMEN (en Inglés)

This Doctoral Thesis deals with the combination of two catalytic methodologies such as the use
of enzymes and metal species as accelerators of chemical reactions. On one hand, biocatalysis
has been consolidated as an efficient strategy for the selective synthesis of different types of
organic compounds under mild reaction conditions, while metal catalysis has been widely
studied to obtain complex molecules due to its ability to create and activate carbon-carbon or
carbon-heteroatom bonds. Therefore, the possibilities presented by different propargylic
systems such as alcohols, esters, amides or haloalkynes in this field will be studied in this work
composed of a general introduction, and two clearly differentiated blocks, which will be next
summarized.

In the Introduction section of this Doctoral Thesis, a historical perspective of biocatalysis is
shown, as well as the different types of reactivity which enzymes can carry out, focusing on
their synthetic applicability. In addition, the characteristics of gold(I) species will be discussed
as catalysts of a large number of reactions, and the advantages to develop one-pot processes
focused on the combination of different types of enzymes, as well as metal species and
enzymes.

The first block of this Doctoral Thesis (Chapter 1) refers to the development of a multi-
enzymatic system to carry out the deracemization of racemic propargylic alcohols by combining
the oxidative system formed by Trametes versicolor laccase and the radical agent TEMPO, with
an alcohol dehydrogenase. The results of this research work are reported in the paper entitled
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“Laccase-mediated oxidations of propargylic alcohols. Application in the deracemization of 1-
arylprop-2-yn-1-ols in combination with alcohol dehydrogenases” (ChemCatChem 2020, 12,
520-527).

The second block (Chapters 2 to 5) is focused on the combination of gold(I) catalysts with
different types of enzymes to develop one-pot processes to synthesize optically active organic
compounds. This block is subdivided into two parts, depending on the reaction catalyzed by the
metal species, either the Meyer-Schuster rearrangement in Chapters 2 and 3 using alcohol
dehydrogenases or transaminases, respectively, for the synthesis of optically active allylic
alcohols and amines, or the alkyne hydration reaction in Chapters 4 and 5 for the synthesis of
chlorohydrins and ephedrine derivatives, respectively.

The results of these researches have been collected in:

- Chapter 2: “Alcohol dehydrogenases and N-heterocyclic carbene gold(l) catalysts:
Design of a chemoenzymatic cascade towards optically active p,f-disubstituted allylic
alcohols” (Angewandte Chemie International Edition 2021, 60, 13945-13951).

- Chapter 3: “Merging gold(l) catalysis with amine transaminases in cascade catalysis:
Chemoenzymatic transformation of propargylic alcohols into enantioenriched allylic
amines” tecently accepted in Advanced Synthesis & Catalysis 2022, 364,
doi.org/10.1002/adsc.202200777.

- Chapter 4: “Unmasking the hidden carbonyl group using gold(I) catalysts and alcohol
deshydrogenases: Design of a thermodynamically-driven cascade toward optically
active halohydrins” (ACS Catalysis 2022, 12, 2552-2560).

- Chapter 5: “Gold and biocatalysis for the stereodivergent synthesis of|
nor(pseudo)ephedrine derivatives: Cascade design toward amino alcohols, diols, and
diamines” recently submitted to Nature Catalysis (manuscript ID: 22108036).
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Introduccion

0.1 Catalisis

Hoy en dia, la catalisis esta considerada como una de las disciplinas mas
importante en quimica organica, y sobre la que se fundamentan la gran parte de las
investigaciones cientificas actuales, como se muestra en la Figura 1. El término
catalisis fue propuesto por primera vez en el afio 1835 por el quimico de origen sueco
Jacob Berzelius y posteriormente matizado por Wilhelm Ostwald. Asi, se definid
como “la aceleracion de las reacciones quimicas lentas mediante la presencia de
materiales extrafios”, considerando por tanto a un catalizador como “una sustancia
que acelera una reaccion quimica sin afectar al equilibrio de esta”.* Hoy en dia se
acepta un término mas generalista de dicha definicidn, entendiendo estas sustancias
como aquellas que modifican la velocidad de un proceso quimico, debido a la

existencia de los catalizadores negativos o inhibidores.

500000
400000
300000

200000

100000 '
— A 4 -

1855-1900 1900-1925 1925-1950 1950-1975 1975-2000 2000-2022

NUmero de publicaciones

Figura 1. Evolucion del nimero de publicaciones cientificas sobre catalisis desde 1855 a la
actualidad recogidas en SciFinder (13-06-2022).

L' W. Ostwald, Z. Phys. Chem. 1894, 15, 705-706.
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El estudio de la catalisis y de los procesos cataliticos desde su inicio hasta
los tiempos actuales ha experimentado un auge exponencial, suponiendo grandes
avances para la humanidad. Un ejemplo de ello es el proceso industrial Haber-Bosch,
mediante el cual se transforman nitrégeno e hidrégeno gaseosos en amoniaco,
gracias a la presencia de un catalizador de hierro. Teniendo en cuenta que la industria
del amoniaco es imprescindible para la produccion de fertilizantes y, por tanto, de
alimentos, se puede considerar este como uno de los grandes descubrimientos de la
quimica.? Hoy en dia, la catalisis juega un papel fundamental en la vida y el
desarrollo humano, ya que se estima que cerca del 85% de los productos elaborados
en la industria quimica se producen a través de procesos cataliticos.®

Dentro de la catalisis se pueden distinguir varios tipos dependiendo de la
naturaleza del catalizador, como la organocatalisis, la cual emplea moléculas
organicas pequefias como catalizadores, la fotocatalisis, cuyo fundamento es la
excitacion de las moléculas organicas mediante el empleo de luz, la catélisis
metalica, que se fundamenta en el empleo de metales o complejos metalicos como
catalizadores de reaccion y la biocatélisis, que se basa en el empleo de enzimas como
aceleradores de los procesos quimicos. Estos dos ultimos tipos de catélisis, tanto la
metalica como la enzimatica, son el eje central de esta Tesis Doctoral, y sus
principales caracteristicas y aplicaciones seran presentadas de manera resumida en
sucesivas secciones.

0.2 Biocatalisis

La biocatéalisis es la disciplina que estudia el uso de biocatalizadores o
enzimas, ya sean aisladas o formando parte de células enteras, como aceleradores de
reacciones gquimicas. Histéricamente las enzimas han sido empleadas desde hace
miles de afios para producir la fermentacion alcoholica, siendo posible asi obtener
vino o cerveza. A pesar de ello, no fue hasta el afio 1848 cuando comenzaron a
estudiarse estos procesos mediados por enzimas. En este afio, Louis Pasteur realizd
con éxito la resolucion cinética del &cido tartarico mediante el uso del hongo
Penicillium glaucum.* Sin embargo, la consolidacion de la biocatalisis no llega hasta
el afio 1985, cuando Zaks y Klibanov descubrieron que algunas enzimas eran capaces

2S. Chen, S. Perathoner, C. Ampelli, G. Centi, Stud. Surf. Sci. Catal. 2019, 178, 31-46.

3 J. Hagen, “Homogeneously Catalyzed Industrial Processes” en Industrial Catalysis: A Practical
Approach. 32 Ed. Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2015, cap. 3.

4 L. Pasteur, Ann. Chim. Phys. 1848, 24, 442-459.
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de catalizar transformaciones en disolventes organicos en lugar de los tradicionales
medios acuosos.® Este descubrimiento supuso una revolucion en el campo de la
biocatalisis desde un punto de vista sintético, ya que la posibilidad de trabajar en
medios organicos elimina una serie de problemas asociados tradicionalmente a la
catalisis enzimatica en agua como la, generalmente, baja solubilidad de los
compuestos organicos, o la aparicion de reacciones indeseadas que compiten con la
reaccion principal.

Las enzimas han sido consideradas catalizadores privilegiados debido a las
elevadas selectividades que son capaces de inducir en los procesos que aceleran;
siendo estos elevados niveles de selectividad una caracteristica intrinseca a la
naturaleza tridimensional de las enzimas.® De esta manera, los biocatalizadores
pueden presentar quimioselectividad (capacidad de modificar un determinado grupo
funcional dejando inalterados otros presentes en la misma molécula con similar
reactividad), regioselectividad (capacidad para distinguir entre grupos funcionales
idénticos situados en distintas partes de una molécula, si bien también puede
considerarse como la reactividad preferente de diferentes posiciones situadas en
grupos funcionales como alquenos, alquinos o epdxidos, etc) y estereoselectividad
(capacidad de discriminar entre los dos enantiomeros de una mezcla racémica o de
obtener un solo diastereoisdmero cuando el acceso a varios es posible).

Hoy en dia, la biocatalisis estd considerada como una metodologia
sostenible, puesto que las enzimas son capaces de trabajar bajo condiciones suaves
de reaccion (temperatura y presion), son biodegradables, y pueden ser reutilizadas
cuando han sido previamente inmovilizadas.” En este aspecto, la gran mayoria de
procesos biocataliticos encajan en las directrices de lo que se conoce como Quimica
Sostenible o Quimica Verde.® Este concepto fue definido por la Agencia de
Proteccion Ambiental estadounidense como “el disefio de productos quimicos y

procesos que reducen o eliminan el uso o la generacion de sustancias peligrosas”.’

5 A. Zaks, A. M. Klibanov, Prod. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 3192-3196.

6 D. Ringe, G. A. Petsko, Science 2008, 320, 1428-1429.

"R. G. Sheldon, J. M. Woodley, Chem. Rev. 2018, 118, 801-838.

8 (a) P. Anastas, J. C. Warner, Green Chemistry: Theory and Practice, Oxford University Press, Nueva
York (EE. UU.), 1998, p. 30; (b) P. Dominguez de Maria, Curr. Opin. Green Sustain. Chem. 2021, 31,
100514.

9 P. J. Dunn, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 1452-1461.
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Asi, la Quimica Verde establecio los 12 principios que cualquier proceso quimico
debe cumplir para ser considerado sostenible.®*

Para cuantificar la sostenibilidad de un proceso sintético ha sido necesario
definir varios parametros. Entre ellos destaca el factor-E, el cual fue propuesto por
el profesor Sheldon en 1991 y es una de las métricas mas populares para clasificar
un proceso como sostenible. Este factor medioambiental se determina como la
cantidad de desechos generados (en kg), por kg de producto deseado.'* Mas
recientemente, este parametro ha sido evolucionado al factor-E* en el cual se tiene
en cuenta la contribucion de la energia desechada como emisiones de CO; u otros
gases de efecto invernadero.*?

A pesar de sus amplias ventajas, la biocatalisis también presenta varias
limitaciones como la presencia de un cofactor caro para el correcto funcionamiento
de varios tipos de enzimas con el fin de catalizar una determinada transformacién, o
la dependencia de unas condiciones suaves de reaccidn ya que temperaturas elevadas
0 pHs extremos pueden desnaturalizar las proteinas, a no ser que se empleen enzimas
extremofilas.®> Ademas, pueden sufrir procesos de inhibicion ya sean debidos a la
presencia de un determinado sustrato o producto, asi como de un medio de reaccion
no natural. Por Gltimo y aungue sea contradictorio, su mayor ventaja es a su vez su
mayor limitacion, ya que la elevada especificidad con la que actlia una enzima hace
que solo puedan actuar eficazmente sobre un nimero reducido de sustratos y con una
determinada selectividad.

A pesar de las desventajas que presentan las enzimas, estas se han ido
solventando gracias a los avances en distintas técnicas, como la inmovilizacién
enzimatica,'* lo que ha permitido que varias clases de enzimas, no solo las hidrolasas,
puedan ser empleadas en disolventes organicos, lo que facilita su recuperacién y

10 H. C. Erythropel et al. Green Chem. 2018, 20, 1929-1961.

11 R. A. Sheldon, Green Chem. 2017, 19, 18-43.

2 F, Tieves, F. Tonin, E. Fernandez-Fueyo, J. M. Robbins, B. Bommarius, A. S. Bommarius, M.
Alcalde, F. Hollmann, Tetrahedron 2019, 75, 1311-1314.

13 (a) D. C. Demirjian, F. Moris-Varas, C. S. Cassidy, Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 144-151; (b) J.
A. Littlechild, Front. Bioeng. Biotechnol. 2015, 3, 161.

14 (@) V. Stepankova, S. Bidmanova, T. Koudelakova, Z. Prokop, R. Chaloupkova, J. Damborsky, ACS
Catal. 2013, 3, 2823-2836; (b) R. A. Sheldon, A. Basso, D. Brady, Chem. Soc. Rev. 2021, 50, 5850-
5862.
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reciclaje.” Sin embargo, la verdadera revolucion en el campo de la biocatalisis ha
sido debida a la evolucion dirigida.'® Esta técnica se fundamenta en la generacion
aleatoria de conjuntos (librerias) de enzimas mutantes, que presentan modificaciones
en la secuencia de aminoécidos de su estructura. Posteriormente, estas variantes se
someten a diversas rondas de mutacion hasta alcanzar el biocatalizador con una
actividad o selectividad altamente mejorada en comparacion con la proteina
natural.*” El objetivo de esta técnica es generar nuevas enzimas que sean capaces de
aceptar sustratos diferentes a los naturales, mostrar una mayor estabilidad frente a la
temperatura o el pH del medio de reaccién, aumentar tanto la eficiencia catalitica
como la tolerancia de los catalizadores naturales frente a disolventes organicos, o el
desarrollo de nuevas reactividades desconocidas hasta la fecha en la naturaleza.™®
Debido a la importancia de esta técnica y a las novedosas contribuciones de Frances
H. Arnold al desarrollo de la misma, la investigadora estadounidense fue
galardonada con el premio Nobel de Quimica en el afio 2018.%°

En los ultimos afios la aplicacion de métodos computacionales han sido
claves en el disefio racional de nuevos biocatalizadores. En este ambito, una
poderosa herramienta consiste en la combinacién de la mutagénesis aleatoria junto
con métodos estadisticos, de manera que es posible construir modelos matematicos
de la secuencia y la funcién de una determinada proteina. De esta forma, se pueden
producir nuevas enzimas con mayor actividad, abordando modificaciones en la
proteina tanto en el centro activo como en posiciones distales de la misma.?°

Por tanto, las mejoras experimentadas gracias a los continuos avances en la
inmovilizacion enzimaética, evolucién dirigida, herramientas bioinforméticas y
secuenciacion del ADN,?! han permitido que las biotransformaciones se hayan

15 M. P. Thompson, S. R. Derrington, R. S. Heath, J. L. Porter, J. Mangas-Sanchez, P. N. Devine, M.
D. Truppo, N. J. Turner, Tetrahedron 2019, 75, 327-334.

16 (@) M. J. Dougherty, F. H. Arnold, Curr. Opin. Biotechnol. 2009, 20, 486-491; (b) M. Packer, D. Liu,
Nat. Rev. Genet. 2015, 16, 379-394; (c) F. H. Arnold, Angew. Chem. Int. Ed. 2018, 57, 4143-4148.

17 (@) M. T. Reetz, Tetrahedron 2012, 68, 7530-7548; (b) G. Qu, A. Li, C. G. Acevedo-Rocha, Z. Sun,
M. T. Reetz, Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59, 13204-13231; (c) Y. Wang, P. Xue, M. Cao, T. Yu, S.
T. Lane, H. Zhao, Chem. Rev. 2021, 121, 12384-12444.

18 (a) O. Kuchner, F. H. Arnold, Trends Biotechnol. 1997, 15, 523-530; (b) C. Zeymer, D. Hilvert,
Annu. Rev. Biochem. 2018, 87, 131-157; (c) K. Chen, F. H. Arnold, Nat. Catal. 2020, 3, 203-213; (d)
D. C. Miller, S. V. Athavale, F. H. Arnold, Nat. Synth. 2022, 1, 18-23.

19F. H. Arnold, Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58, 14420-14426.

20 (a) A. Romero-Rivera, M. Garcia-Borras, S. Osuna, Chem. Commun. 2017, 53, 284-297; (b) S.
Osuna, Comput. Mol. Sci. 2020, 11, e1502.

2L R. A. Sheldon, D. Brady, ACS Sustain. Chem. Eng. 2021, 9, 8032-8052.
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implementado en la industria quimica,? siendo hoy en dia consideradas herramientas
atiles y versatiles para poder funcionalizar y modificar muy diversos tipos de
moléculas.?

0.2.1 Tipos de enzimas y clasificacion enzimética

Las enzimas se clasifican en funcidn de las reacciones que catalizan, lo cual
ha permitido agruparlas en 6 grandes familias, descubriendo en el afio 2018 una
séptima clase, como son las translocasas, aunque no han mostrado actividad
catalitica alguna, ya que solo transportan moléculas a través de membranas
celulares.?* Cada enzima estéa designada por un codigo numérico de cuatro digitos y
precedido de las letras EC, acrénimo de la Comision Enzimatica (Tabla 1):%

Tabla 1. Clasificacién de las enzimas en funcion de la reaccién que catalizan.

Cédigo Familia Tipo de reaccién
EC1 Oxidorreductasas Oxidacion, reduccion y procesos de oxigenacion
EC2 Transferasas Transferencia de grupos alquilo, amino, cetona...
EC3 Hidrolasas Hidrolisis de esteres, péptidos, glicésidos...
EC4 Liasas Adicion de moléculas a enlaces C=C, C=0, C=N...
EC5 Isomerasas Procesos de isomerizacidn, racemizacion. ..
EC6 Ligasas Formacion de enlaces C-O, C-N, C-Sy C-P
EC7 Translocasas Transporte de sustancias intermembranas

En esta Tesis Doctoral se han empleado principalmente enzimas
pertenecientes al grupo EC 1, oxidorreductasas, en concreto lacasas y alcohol
deshidrogenasas (ADHSs), y enzimas pertenecientes al grupo EC 2, transferasas, en
este caso amino transaminasas (ATAS). La descripcion de cada tipo de enzima

22 (a) B. M. Nestl, B. A. Nebel, B. Hauer, Curr. Opin. Chem. Biol. 2011, 15, 187-193; (b) J. L. Porter,
R. A. Rusli, D. L. Ollis, ChemBioChem 2016, 17, 197-203; (c) E. M. M. Abdelraheem, H. Busch, U.
Hanefeld, F. Tonin, React. Chem. Eng. 2019, 4, 1878-1894.

2 (a) S. Wu, R. Snajdrova, J. C. Moore, K. Baldenius, U. T. Bornscheuer, Angew. Chem. Int. Ed. 2021,
60, 88-119; (b) D. L. Hughes, Org. Process Res. Dev. 2022, 26, 1878-1899.

24 (@) S. Balaji, Biotechnol. Appl. Biochem. 2021, 1-24; (b) https://iubmb.gmul.ac.uk/enzyme/.

%5 K. Faber, Biotransformations in Organic Chemistry. A textbook, 72 Ed. Springer, Berlin (Alemania),
2017.
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empleada se describira en detalle en las introducciones de los Bloques | y Il de esta
Tesis Doctoral.

0.2.2 Procesos estereoselectivos enzimaticos en sintesis organica

La naturaleza y sus catalizadores, las enzimas, han sido responsables de la
biosintesis eficiente y selectiva de todos los compuestos esenciales para la vida
durante millones de afios. Sin embargo, tradicionalmente la biocatalisis ha sido poco
empleada en sintesis organica, muy posiblemente por desconocimiento o por carecer
los laboratorios mas convencionales de determinado equipamiento requerido. Ha
sido posiblemente desde el inicio de los afios 2000 donde la biocatélisis ha ido
ganando mayor numero de adeptos hasta convertirse actualmente en una
metodologia consolidada y recurrentemente empleada.?® Su elevada selectividad no
ha pasado inadvertida para la industria farmacéutica, ya que los enantidmeros de un
compuesto bioactivo pueden provocar distintas reacciones y efectos bioldgicos,? por
lo que cada dia es mas necesario el disefio de rutas sintéticas estereopreferentes que
permitan obtener la molécula de interés como un solo enantidbmero.

Los primeros ejemplos de procesos biocataliticos estereoselectivos
aplicados en sintesis organica fueron las resoluciones cinéticas (KRs, Kinetic
Resolutions).?® Esta metodologia se fundamenta en la distinta velocidad de reaccion
gue presentan los enantiomeros de una mezcla racémica cuando interaccionan con
un catalizador quiral. Esto a su vez presenta una limitacion, y es que solo es posible
obtener un 50% de rendimiento maximo teérico del producto enantiopuro aplicando
esta estrategia (Esquema 1, a). Histéricamente, para desarrollar estos procesos se han
empleado fundamentalmente las lipasas debido a su capacidad para trabajar en
disolventes organicos, a la gran variedad de sustratos que son capaces de transformar
y a la no dependencia de un cofactor para desarrollar su actividad catalitica.® Sin

2% (a) C. M. Clouthier, J. N. Pelletier, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 1585-1605; (b) C. M. Heckmann, F.
Paradisi, ChemCatChem 2020, 12, 6082-6102; (c) C. K. Winkler, J. H. Schrittwieser, W. Kroutil, ACS
Cent. Sci. 2021, 7, 55-71.

27 A. Ballard, S. Narduolo, H. O. Ahmed, N. I. Keimer, N. Assad, D. A. Crosgrove, N. J. Buurma, A.
G. Leach, Chem. Eur. J. 2020, 26, 3661-3687.

28 M. Ahmed, T. Kelly, A. Ghanem, Tetrahedron 2012, 68, 6781-6802.

29 A de Miranda, L. S. M. Miranda, R. O. M. A. de Souza, Biotechnol. Adv. 2015, 33, 372-393.
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embargo, también existen varios ejemplos de resoluciones cinéticas catalizadas por
otros tipos de enzimas como las ADHs y ATAs, entre otras.*

Con el fin de solventar la limitacion asociada al maximo rendimiento tedrico
anteriormente comentado, se desarrollaron las resoluciones cinéticas dinamicas
(DKR, Esquema 1, b).** En esta estrategia se introduce en el medio de reaccion un
agente que induzca la racemizacion de los enantiémeros del sustrato de partida. Con
este fin se pueden emplear catalizadores metalicos, enzimas auxiliares, procesos
radicalarios o acido-base utilizando, por ejemplo, resinas de intercambio anionico.*

a) Resolucion Cinética (KR) b) Resolucion Cinética Dinamica (DKR)

@ Rapido @ Répido @
+

Racemizacion

Esquema 1. a) Resolucién cinética y b) resolucién cinética dinamica, donde A y B son
enantiomeros y P el producto (enantioenriquecido) de la reaccion.

Sin embargo, la aplicacion de la biocatalisis no se ha centrado Gnicamente
en resolver compuestos racémicos, ya sea de manera clasica o dinamica, ya que estas
estrategias presentan la necesidad de sintetizar previamente el racemato de un
sustrato. Otra estrategia estereoselectiva frecuentemente empleada en biocatalisis y
gue no presenta la limitacién de obtener un 50% de rendimiento maximo teorico es
la desimetrizacion. Este proceso se centra en la eliminacion de uno de los elementos
de simetria del sustrato, de modo que se pueden obtener moléculas quirales con un
rendimiento cuantitativo. Algunos grupos funcionales que presentan elementos de
simetria son las cetonas, las iminas, los alquenos o bien formas meso, como pueden
ser los dioles o diaminas, entre otros. En esta Tesis Doctoral se abordara de forma

30 S, Gonzalez-Granda, V. Gotor-Fernandez, “Applications of Chemoenzymatic Dynamic Kinetic
Resolution for the Synthesis of Biologically Active Compounds and Natural Products” en Dynamic
Kinetic Asymmetric Transformation (DYKAT) and Dynamic Kinetic Resolution (DKR). Science of
Synthesis, Weinheim (Alemania), 2022, cap. 17.

81 (@) L.-C. Yang, H. Deng, H. Renata, Org. Process. Res. Dev. 2022, 26, 1925-1943; (b) C. Huang, J.
Liu, J. Fang, X. Jia, Z. Zheng, S. You, B. Qin, Front. Bioeng. Biotechnol. 2022, 10, 929784.

32 E. Garcia-Urdiales, 1. Alfonso, V. Gotor, Chem. Rev. 2011, 111, PR110-PR180 (Actualizacién de la
revision bibliogréfica anterior: E. Garcia-Urdiales, I. Alfonso, V. Gotor, Chem. Rev. 2005, 105, 313-
354).
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recurrente a la desimetrizacion de distintas cetonas empleando ADHs o ATAs con
el fin de obtener compuestos Opticamente activos.

También es necesario destacar los procesos de desracemizacion, que jugaran
un papel importante en el primer capitulo de esta Tesis Doctoral, por lo que su
explicacion y contextualizacion se muestra en la seccién de Introduccion del primer
capitulo.

0.2.2.1 Ejemplos de reacciones catalizadas por enzimas

El hecho de que existan 6 grandes clases de enzimas con potencial catalitico,
y a su vez que estas se subdividan en muy diversos grupos, hace que la biocatalisis
ofrezca un amplio abanico de posibilidades sintéticas, entre las que se pueden
destacar:?

- Hidrdlisis de ésteres, epoxidos, nitrilos, amidas, asi como los
correspondientes  procesos reversibles: Estas transformaciones son
catalizadas por las hidrolasas, donde el nucleéfilo empleado juega un papel
fundamental. Por ejemplo, las lipasas pueden catalizar muy diversas
reacciones de aminolisis, tiélisis, hidrazindlisis o perhidrélisis de ésteres,
empleando respectivamente aminas, tioles, hidracinas o peroxidos.?

- Reduccion de cetonas o aldehidos a alcoholes: Este tipo de reacciones son
catalizadas por las ADHs,* pudiendo ocurrir de manera reversible, por lo
que también se podria producir la oxidacién de alcoholes primarios o
secundarios a aldehidos o cetonas, respectivamente. Este tipo de enzimas
requiere un cofactor, generalmente NAD(P)H, para ser activas
cataliticamente. Sus propiedades seran discutidas en las proximas secciones
de esta Tesis Doctoral.

- Reduccion de éacidos carboxilicos a aldehidos: Reacciones catalizadas por
las acido carboxilico reductasas (CARs),** requieren de la presencia de
cofactores como el NAD(P)H y el ATP. Generalmente las reacciones

33 (a) E. Tassano, M. Hall, Chem. Soc. Rev. 2019, 48, 5596-5615; (b) A. A. Koesoema, D. M. Standley,
T. Senda, T. Matsuda, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2020, 104, 2897-2909; (c) F. Hollmann, D. J.
Opperman, C. E. Paul, Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 5644-5665.

34 M. Winkler, Curr. Opin. Chem. Biol. 2018, 43, 23-29.
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catalizadas por estas enzimas se detienen en este estado intermedio, sin
Ilegarse a observar la formacion de los correspondientes alcoholes.

- Reduccion de dobles enlaces C-C: Este tipo de reacciones son catalizadas
por las alqueno reductasas (ene-reductases, EREDs),*® siendo necesaria la
presencia de un grupo electron atractor conjugado con el alqueno,
requiriendo del empleo de cofactores, generalmente FMN y NAD(P)H.

- Oxidacién de alcoholes a cetonas/aldehidos y acidos carboxilicos: Como ya
se ha comentado previamente, las ADHs son capaces de catalizar esta
transformacion,®>?%3 al igual que las alcohol oxidasas.*®

- Oxidacién de Baeyer-Villiger: Transformaciones catalizadas por las Baeyer-
Villiger monooxigenasas (BVMOs),*’ para las que se requiere la presencia
de oxigeno molecular y cofactores, generalmente FAD/FMN y NAD(P)H.

- Aminaciones reductivas de cetonas y aldehidos: Este tipo de reacciones son
catalizadas por varios tipos de enzimas como las imino reductasas
(IREDs),*® las aminasas reductivas (reductive aminases, RedAms),* las
amino deshidrogenas (AmDHs)* y las transaminasas.** Todas ellas son
capaces de catalizar esta transformacion de manera asimétrica y bajo
condiciones suaves de reaccion utilizando un cofactor. La reactividad y
mecanismo de las ATAS seran discutidos en las proximas secciones de esta
Tesis Doctoral.

Si bien las enzimas acttan de un modo especifico y tienen un gran potencial
en sintesis organica,? estas son capaces de catalizar reacciones distintas a las de su
funcion natural. Este fendbmeno se conoce con el nombre de promiscuidad

35 C. K. Winkler, K. Faber, M. Hall, Curr. Opin. Chem. Biol. 2018, 43, 97-105.

36 E. W. Hellemond, N. G. H. Leferink, D. P. H. Heuts, M. W. Fraaije, W. J. H. van Berkel, Adv. Appl.
Microbiol. 2016, 60, 17-54.

87 M. J. L. J. Furst, A. Gran-Scheuch, F. S. Aalbers, M. W. Fraaije, ACS Catal. 2019, 12, 11207-11241.
38 ), Mangas-Sanchez et al. Curr. Opin. Chem. Biol. 2017, 37, 19-25.

39 (a) M. Sharma, J. Mangas-Sanchez, N. J. Turner, G. Grogan, Adv. Synth. Catal. 2017, 359, 2011-
2025; (b) J. R. Marshall et al. Nat. Chem. 2021, 13, 140-148.

40 T, Knaus, W. Bohmer, F. Mutti, Green Chem. 2017, 19, 453-463.

41 (a) J. F. Rocha, A. F. Pina, S. F. Sousa, N. M. F. S. A. Cerqueira, Catal. Sci. Technol. 2019, 9, 4864-
4876; (b) S. A. Kelly, S. Pohle, S. Wharry, S. Mix, C. C. R. Allen, T. S. Moody, B. F. Gilmore, Chem.
Rev. 2018, 118, 349-367.
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catalitica,*” y permite ampliar aiin mas la capacidad sintética de las enzimas. En este
aspecto, es conocida la capacidad de las hidrolasas para catalizar reacciones
alddlicas, de Henry, condensaciones de Knoevenagel y adiciones de Michael, entre
otras.*® Més recientemente se ha descrito la promiscuidad catalitica de otros tipos de
enzimas,** por ejemplo, la capacidad de las ATAs para actuar como
deshalogenasas,* o la capacidad que presentan las EREDs y las ADHs para catalizar
procesos SET (single electron transfer) bajo irradiacion luminica gracias a la
presencia del cofactor NAD(P)H.*®

0.2.2.2 Formacion de enlaces C—C o C—X mediante métodos biocataliticos

A pesar de la gran variedad de reacciones que son capaces de catalizar las
enzimas, la gran mayoria de ellas se centran en las transformaciones de grupos
funcionales, salvo algunas excepciones como los ejemplos de promiscuidad
catalitica que se han presentado previamente en esta Tesis Doctoral. En cuanto a la
formacion de enlaces C—C, destaca la actividad catalitica natural de varias enzimas,
siendo las mas empleadas:*’

- Liasas:*® Capaces de catalizar reacciones alddlicas (aldolasas),
condensaciones de aciloinas, o la formacion de cianohidrinas, entre otras.*

- Enzimas dependientes de S-adenosil-L-metionina (SAM): Catalizan la
transferencia de un grupo metilo electréfilo (Me*) mediante una reaccion
Sn2, 0 también pueden actuar mediante mecanismos radicalarios para
realizar esta transferencia.*

42 R, B. Leveson-Gower, C. Mayer, G. Roelfes, Nat. Rev. Chem. 2019, 3, 687-705.

43 (a) M. Lopez-Iglesias, V. Gotor-Fernandez, Chem. Rec. 2015, 15, 743-759; (b) A. Shannon, E.
Weerapana, Curr. Opin. Chem. Biol. 2015, 25, 115-123; (c) B. P. Dwivedee, S. Soni, M. Sharma, J.
Bhaumik, J. K. Laha, U. C. Banerjee, ChemistrySelect 2018, 3, 2441-2466.

44 M. S. Humble, P. Berglund, Eur. J. Org. Chem. 2011, 3391-3401.

4 (a) A. Cuetos, M. Garcia-Ramos, E.-M. Fischereder, A. Diaz-Rodriguez, G. Grogan, V. Gotor, W.
Kroutil, I. Lavandera, Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 3144-3147; (b) M. Garcia-Ramos, A. Cuetos,
W. Kroutil, G. Grogan, I. Lavandera, ChemCatChem 2021, 13, 3967-3972.

46 (a) T. K. Hyster, Synlett 2020, 31, 248-254; (b) B. A. Sandoval, T. K. Hyster, Curr. Opin. Chem.
Biol. 2020, 55, 45-51.

47 K. Fesko, M. Gruber-Khadjawi, ChemCatChem 2013, 5, 1248-1272.

48 M. Brovetto, D. Gamenara, P. S. Méndez, G. A. Seoane, Chem. Rev. 2011, 111, 4346-4403.

49 N. G. Schmidt, E. Eger, W. Kroutil, ACS Catal. 2016, 6, 4286-4311.

50 (@) J. B. Broderick, B. R. Duffus, K. S. Duschene, E. M. Shepard, Chem. Rev. 2014, 114, 4229-4317,
(b) K. Yokoyama, E. A. Lilla, Nat. Prod. Rep. 2018, 35, 660-694.
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- Peroxidasas y lacasas: Se trata de enzimas capaces de catalizar reacciones
de formacion de enlaces C—C intermoleculares. Sin embargo, su capacidad
para producir estas transformaciones de manera selectiva no fue conocida
hasta afios recientes.®

- Diels-Alderasas: Son enzimas que, como su propio nombre indica, catalizan
reacciones de Diels-Alder de manera selectiva,®® por lo que su interés
sintético es muy elevado, ya que esta transformacion es una de las reacciones
mas importante a la hora de sintetizar moléculas que presenten anillos de
seis miembros. La primera enzima reportada que ha mostrado esta actividad
catalitica fue una enzima artificial,>® aunque se han encontrado varios
biocatalizadores naturales que muestran esta actividad catalitica.>

- Halogenasas: Este tipo de enzimas catalizan la reaccién de halogenacién
sobre moléculas aromaticas, aunque existen algunas halogenasas naturales
y otras evolucionadas que permiten realizar la reaccion de halogenacion
sobre compuestos alifaticos como derivados de terpenos. Este tipo de
biotransformaciones requieren de la presencia de flavina,*® ademas de
oxigeno molecular y una fuente de hal6geno para desempefar su actividad
catalitica.

En los dltimos afios la capacidad para formar y activar enlaces carbono-
carbono o carbono-heterodtomo de forma eficiente y selectiva ha sido la gran
asignatura pendiente de la biocatélisis, limitada generalmente a los ejemplos que se
han mostrado previamente. Sin embargo, el papel que ha jugado la evolucién dirigida
en este campo ha sido clave para solventar esta limitacién, desarrollando nuevas
alternativas, e incluso permitiendo dar lugar a reacciones que no ocurren en la
naturaleza. En este contexto destaca el papel del citocromo P450.

Se estima que el citocromo P450 es una fuente de mas de 12.000 enzimas
distintas, responsables de diferentes reacciones de oxidacion en la biosintesis de

51 (a) D. M. Mate, M. Alcalde, Microb. Biotechnol. 2017, 10, 1457-1467; (b) Y. Wang, D. Lan, R.
Durrani, F. Hollmann, Curr. Opin. Chem. Biol. 2017, 37, 1-9.

52 W. Ghattas, J.-P. Mahy, M. Réglier, A. J. Simaan, ChemBioChem 2020, 22, 443-459.

53], B. Siegel et al. Science 2010, 329, 309-313.

54 L. Gao et al. Nat. Chem. 2020, 12, 620-628.

55 C. Crowe, S. Molyneux, S. V. Sharma, Y. Zhang, D. S. Gkotsi, H. Connaris, R. J. M. Goss, Chem.
Soc. Rev. 2021, 50, 9443-9481.
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diversos productos naturales.®® La estructura de estos biocatalizadores presenta una
metaloporfirina de hierro (grupo hemo) que destaca por su capacidad para catalizar
reacciones de oxidacién de enlaces C—H selectivas y reacciones de hidroxilacion o
epoxidacion.®” Gracias a la amplia promiscuidad que presentan, y a la investigacion
realizada en el area de la evolucion dirigida con estos biocatalizadores, se ha logrado
encontrar variantes capaces de catalizar reacciones de transferencia de carbenos para
promover reacciones de ciclopropanacion,®® inserciones en enlaces C—H, triples
enlaces C-C,* enlaces Si-H,** 0 B-H (Figura 2).%?

Cis” H
R CO,Et
L~ N
Sils R %/ \x
Ar” \[/ N, A
COLEt / Ar CO,Et
2 Y —
Ar=Si— A
Reaccién de insercion Si-H H 7 R _COzEt™ Reaccion de ciclopropanacion
s ; '
N —BHj3
(\_,\?/ Ar—\
\ B OMe
N/+ R>*fco Et
- 2 *
[ D—BH, Ar—= AT COsE
N OMe
\
Reaccién de insercién B-H Reaccién de insercion C-H

Et0,C *
CO,Et

Reaccioén de insercioén en triples enlaces C-C

Figura 2. Reacciones de transferencia de carbeno catalizadas por citocromos P450.

56 D. R. Nelson, Genomics 2009, 4, 59-65.

57 R. Fasan, ACS Catal. 2012, 2, 647-666.

58 p_ S. Coelho, E. M. Brustad, A. Kannan, F. H. Arnold, Science 2013, 339, 307-310.

%9 R. K. Zhang, K. Chen, X. Huang, L. Wohlschlager, H. Renata, F. H. Arnold, Nature 2019, 565, 67-
72.

80 K. Chen, X. Huang, S. B. J. Kan, R. J. Zhang, F. H. Arnold, Science 2018, 360, 71-75.

615 B.J. Kan, R. D. Lewis, K. Chen, F. H. Arnold, Science 2016, 354, 1048-1051.

6211, Cho, C. K. Prier, Z.-J. Jia, R. K. Zhang, T. Gorbe, F. H. Arnold, Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58,
3138-3142.
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Recientemente se ha descubierto la posibilidad de catalizar reacciones de
transferencia de nitreno, en lugar de carbeno, de manera enzimatica. Para ello se ha
desarrollado el citocromo P411 gracias a la sustitucion de un residuo de aminoacido
cisteina, unido al &tomo de hierro del grupo hemo del citocromo P450, por uno de
serina, un aminoacido que no se encuentra presente en ningdn grupo hemo natural.**
De esta manera, se han conseguido promover reacciones de aminacion mediante
transferencias de nitreno.%

0.2.3 Biocatalisis aplicada a gran escala

Debido al gran nimero de biotransformaciones existentes hoy en dia, cada
dia més empresas e industrias farmacéuticas incorporan el uso de enzimas a su
repertorio sintético.?*® En este contexto, son destacables los esfuerzos por llevar a
cabo reacciones escalables y con una alta productividad, pues en muchos casos las
reacciones se desarrollan a muy bajas concentraciones de sustrato. Una de las
aplicaciones mas destacadas de un biocatalizador a escala industrial es la produccion
de acrilamida mediante la reaccion de monohidratacion del acrilonitrilo catalizada
por la nitrilo hidratasa de Rhodococcus rhodochrous (Esquema 2),%* siendo posible
la produccién de acrilamida a una escala superior a las 50.000 toneladas por afio. Se
trata de un proceso que transcurre de manera quimioselectiva, obteniéndose tan solo
como producto de reaccion la amida deseada, y sin observarse la formacion del
correspondiente acido carboxilico que se obtendria si el organismo tuviera caracter
de amidasa o nitrilasa en lugar de exclusivamente de nitrilo hidratasa.

(0]

Rhod hodoch
\/CN odococcus rhodochrous \)L
H,0 NH;

>50000 toneladas/afio
Unico producto

Esquema 2. Obtencién industrial de acrilamida empleando una nitrilo hidratasa.

8 (a) C. K. Prier, R. K. Zhang, F. H. Arnold, Nat. Chem. 2017, 9, 629-634; (b) C. Deane, Nat. Chem.
Biol. 2017, 13, 817; (c) B. K. Mai, N. M. Neris, Y. Yang, P. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2022, 144, 11215-
11225; (d) Z. Liu, Z.-Y. Qin, L. Zhu, S. V. Athavale, A. Sengupta, Z.-J. Jia, M. Garcia-Borras, K. N.
Houk, F. H. Arnold, J. Am. Chem. Soc. 2022, 144, 80-85.

64 (a) C. Y. Lee, H. N. Chang, Biotechnol. Lett. 1990, 12, 23-28; (b) H. Yamada, M. Kobayashi, Biosci.
Biotechnol. Biochem. 1996, 60, 1391-1400.
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Otro ejemplo mas reciente del empleo de un biocatalizador a nivel industrial
es la produccion del Abrocitinib, un inhibidor de la quinasa Janus JAK1.®® Este
farmaco es producido por la multinacional farmacéutica Pzifer, y es empleado para
tratar la dermatitis atopica y la artritis reumatoide.® La enzima clave en este proceso
es una aminasa reductiva que, tras varias rondas de evolucién dirigida, permitio
sintetizar el 3-(metilamino)-ciclobutano-1-carboxilato de isopropilo (Esquema 3),
un precursor del Abrocitinib. Este se aislo exclusivamente como el diastereoisémero
cis, y la transformacion se realizd a una escala destacable de 230 kg. Esta
aproximacion enzimatica ha supuesto una mejora considerable respecto a la reaccion
quimica de aminacion reductiva empleada previamente para su sintesis. En ella se
generaba el intermedio deseado como una mezcla 80:20 de los diastereoisdmeros
cis:itrans, siendo necesarias sucesivas cristalizaciones para obtener el
diastereoisomero deseado de manera pura.

o i wNlILo
3 )\ . >\ ! \N\\\Q S
o SpRedAm-R3-V6 70 ! S
- : N
o N : W7 —NH

311 kg (73% rdto.)
230 kg >99.5d.r ! !
>99% pureza R PP PRIIPI: )

Esquema 3. Sintesis enzimatica del precursor del abrocitinib mediante el uso de una
aminasa reductiva.

0.3 Catalisis Metalica

La catélisis metalica se fundamenta en el empleo de metales o complejos
metalicos para dar lugar a distintos tipos de reacciones quimicas. En los Gltimos afios
ha sido ampliamente empleada en sintesis organica,®” incluyendo también su
aplicacion a nivel industrial.®® Especialmente interesante es su papel para catalizar
reacciones que son dificiles de llevar a cabo mediante otras metodologias o que no
existen en la naturaleza. Sin duda alguna, la habilidad de muy diversas especies

65 R, Kumar et al. Nat. Catal. 2021, 4, 775-782.

66 M. L. Vazquez et al. J. Med. Chem. 2018, 61, 1130-1152.

67 M. Beller, C. Bolm, Transition metals for organic synthesis: Building blocks and fine chemicals,
Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2004.

8 G. P. Chiusoli, P. M. Maitlis, Metal-catalysis in industrial organic processes. RSC Publishing,
Cambridge (Reino Unido), 2007.
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metalicas para formar enlaces C-C o C-X ha llevado esta disciplina a la plenitud,
destacando el desarrollo de reacciones de acoplamiento cruzado,®® metatesis de
olefinas,” y activacion de enlaces C—H."

0.3.1 Catalisis de oro

Dentro de la catalisis metélica destaca el empleo de catalizadores de paladio
para llevar a cabo distintos tipos de reacciones,’ sin embargo, en las Gltimas décadas
la catélisis de oro se ha consolidado como una metodologia versétil y
recurrentemente empleada. El oro (Au, del latin aurum) es el elemento quimico del
grupo 11y del periodo 6 de la tabla periddica con nimero atémico 79 ([Xe] 4f** 50*°
6s'). Debido a su posicion en la misma es considerado un metal de transicion, sin
embargo, posee una reactividad especial debido a los efectos relativistas que
presenta.” Al aplicar la teoria de la relatividad a los elementos de la tabla periddica
se pueden observar varios fendmenos:

- Cuando la velocidad de los electrones se aproxima a la velocidad de la luz,
la masa corregida aumenta, disminuyendo asi el radio de Bohr, por lo que se
experimenta la contraccion de los orbitales s y p, aumentando de esta manera
el potencial de ionizacion y la electronegatividad de los elementos que
experimentan este efecto.

- Los electrones presentes en los orbitales externos d y f se encuentran mas
protegidos que los que se encuentran en los orbitales s y p, que se encuentran
contraidos y por tanto mas cercanos al nicleo. Por ello los electrones que
ocupan los orbitales d y f experimentan una menor atraccién por parte del
nacleo.

89 C. C. C. J. Seechurn, M. O. Kitching, T. J. Colacot, V. Snieckus, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51,
5062-5085.

0. M. Ogba, N. C. Warner, D. J. O’Leary, R. H. Grubbs, Chem. Soc. Rev. 2018, 47, 4510-4544.

1 (a) T. Gensch, M. N. Hopkinson, F. Glorius, J. Wencel-Delord, Chem. Soc. Rev. 2016, 45, 2900-
2936; (b) P. Gandeepan, T. Miiller, D. Zell, G. Cera, S. Warratz, L. Ackermann, Chem. Rev. 2019, 119,
2192-2452.

2], Tsuji, Palladium reagents and catalysts: New perspectives for the 21 century, Wiley-VCH,
Weinheim (Alemania), 2004.

3 (a) P. Pyykko, Chem. Rev. 1988, 88, 563-594; (b) N. Bartlett, Gold Bull. 1998, 31, 22-25.
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- El desdoblamiento de las bandas en el espectro del atomo de hidrégeno es
debido al acoplamiento spin-orbita.

Estos efectos son mucho més pronunciados en el caso del oro que en otros
elementos de su mismo grupo como la plata o el cobre, de hecho, el oro es el
elemento metalico mas electronegativo de la tabla periddica (2.54 en la escala de
Pauling). Se cree que sus propiedades Unicas son debidas al solapamiento entre los
orbitales de la capa de valencia 6s, que se encuentran contraidos, y los 5d.”* Este
efecto, ademés, es responsable del fenémeno conocido como aurofilia,” que es la
tendencia que presentan los a&tomos de oro para formar interacciones estables Au—
Au.

Otro efecto a tener en cuenta en cuanto a las propiedades que presentan los
complejos de oro es la baja energia del LUMO,”® que se encuentra formado
principalmente por los orbitales 6s y 6p. Este hecho hace que las especies de oro
sean consideradas como acidos de Lewis blandos o n-&cidos, ideales para activar
sistemas 1 C—C.”” En este aspecto, se ha estudiado la interaccion de las especies
catidnicas metélicas del grupo 11 con alquenos y se ha observado que tiene lugar a
través de una interaccion o-dadora m-aceptora, produciendo una elongacion del
enlace C—C al disminuir la densidad electronica del alqueno en su orbital ¢ enlazante
y aumentando en el ¢ antienlazante. Este efecto es méas notorio en las especies de

Au* que en sus homologas de Ag* o Cu*.”®

0.3.1.1 Estados de oxidacion del oro

En cuanto a sus estados de oxidacion, el oro puede presentar los estados 0,
+1y +3. Aungue las especies de Au(0), especialmente las nanoparticulas, muestran
actividad catalitica, generalmente requieren de un co-catalizador acido y elevadas
temperaturas. Por ello, en el campo de la catélisis, los dos estados de oxidacién mas
comunes de las especies cataliticas son el Au(l) y el Au(lll):

4], Autschbach, S. Sekierski, M. Seth, P. Schwerdtfeger, W. H. E. Schwarz, Comput. Chem. 2002, 23,
804-813.

S F, Scherbaum, A. Grohmann, B. Huber, C. Kriiger, H. Schmidbaur, Angew. Chem. Int. Ed. 1988, 27,
1544-1546.

76 D. J. Gorin, F. D. Toste, Nature 2007, 446, 395-403.

7 (a) A. S. K. Hashmi, Chem. Rev. 2007, 107, 3180-3211; (b) A. Firstner, P. W. Davies, Angew. Chem.
Int. Ed. 2007, 46, 3410-3449.

78 M. S. Nechaev, V. M. Rayon, G. J. Frenking, J. Phys. Chem. A 2004, 108, 3134-3142.
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- Au(l): Se trata de compuestos d*° que presentan una geometria lineal de 14
electrones, con dos huecos de coordinacion. Presentan baja oxofilia,” y
debido a los factores estéricos asociados a su geometria linear, las especies
de Au(l) tienen tendencia a interactuar con otros centros de Au(l) o metales
pesados. En medio acuoso y en ausencia de agentes estabilizantes, las
especies de Au(l) desproporcionan en Au(ll) y Au(0).

- Au(lll): Compuestos de tipo d® que presentan una geometria plano cuadrada.
En estos compuestos los efectos relativistas son mucho menos acusados que
en el estado de oxidacion +1,%° y el fendmeno de aurofilia no se presenta o
es muy débil.®! Presentan un mayor caracter de acido de Lewis que sus
analogos de Au(l).

A pesar de sus diferencias, muchas veces las especies de Au(lll) se emplean
como precatalizadores que se reducen en el mismo medio de reaccion para generar
especies de Au(l).#? Ademas, la desestabilizacion de los orbitales 5d explica la facil
formacion y particular estabilidad de las especies de Au(Il1).%

A lo largo de esta Tesis Doctoral se emplean fundamentalmente
catalizadores de Au(l) por lo gue a continuacion se discute mas en profundidad su
estructura y reactividad.

0.3.1.2 Estructura de los catalizadores de Au(l)

Como se ha comentado en la anterior seccion, las especies de Au(l)
presentan una geometria lineal con dos huecos de coordinacion (Figura 3), sin
embargo, también se han descrito diversos complejos del Au(l) que presentan
mayores numeros de coordinacion.®

%Y. Yamamoto, J. Org. Chem. 2007, 72, 7817-7831.

80 p, Schwerdtfeger, P. D. W. Boyd, S. Brienne, A. K. Burrel, Inorg. Chem. 1992, 31, 3411-3422.

81 A. N. Chernyshev, M. V. Chernysheva, P. Hirva, V. Y. Kukushkin, M. Haukka, Dalton Trans. 2015,
44, 14523-14531.

82 B. Ranieri, I. Escofet, A. M. Echavarren, Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 7103-7118.

8 M. C. Gimeno, The Chemistry of Gold en Modern Supramolecular Gold Chemistry: Gold-Metal
Interactions and Applications, Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2004, cap. 1.

84 (a) M. C. Gimeno, A. Laguna, Chem. Rev. 1997, 97, 511-522; (b) C. Kaub, T. Augenstein, T. O.
Bauer, E. Rothe, L. Esmezjan, V. Schiinemann, P. W. Roesky, Inorg. Chem. 2014, 53, 4491-4499; (c)
L. M. C. Luong, M. M. Aristov, A. V. Adams, D. T. Walters, J. F. Berry, M. M. Olmstead, A. L. Balch,
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+

Figura 3. Geometria lineal de los catalizadores de Au(l), siendo X un anion coordinante y

L’ un ligando neutro.

Debido a la geometria lineal que presentan las especies de Au(l), este tipo
de catalizadores presentan desventajas a la hora de inducir estereoselectividad en las
reacciones que catalizan. Generalmente, el desarrollo de un proceso asimétrico
catalizado por especies de Au(l) requiere una extensa optimizacion y disefio de los
ligandos empleados, sin embargo, en los Ultimos afios se han descrito varios
ejemplos en los que se abordan transformaciones asimétricas con éxito.®

A pesar de que especies sencillas de Au(l), como el cloruro de oro(l), poseen
actividad catalitica y han sido empleadas en diversas reacciones,® lo més frecuente
ha sido el uso de catalizadores de Au(l) que presenten ligandos de tipo fosfina, fosfito
o carbenos N-heterociclico (NHC) para llevar a cabo procesos cataliticos.®” La
influencia de los ligandos del catalizador se discutiré en la siguiente seccion de esta
Tesis Doctoral.

Por otro lado, las especies de Au(l) son de naturaleza cationica, por lo que
solo se presentan como especies neutras cuando se encuentran unidas a aniones
coordinantes. En la catélisis de oro(l) la influencia del contraién empleado es igual
de importante que la del ligando.®®

0.3.1.3 Ligandos empleados en catalisis de Au(l)

La reactividad de distintos catalizadores metalicos puede ser modulada
segun el ligando que se emplee, pudiéndose de esta forma alterar de manera
significativa el comportamiento quimico de los catalizadores. Tanto los factores

Inorg. Chem. 2020, 59, 4109-4117; (d) R. P. Herrera, M. C. Gimeno, Chem. Rev. 2021, 121, 8311-
8363.

8 (a) W. Zi, F. D. Toste, Chem. Soc. Rev. 2016, 45, 4567-4589; (b) J.-J. Jiang, M.-K. Wong, Chem.
Asian J. 2021, 16, 364-377.

8 (a) S. Biswas, C. Dahlstrand, R. A. Watile, M. Kalek, F. Himo, J. S. M. Samec, Chem. Eur. J. 2013,
19, 17939-17950; (b) A. K. Das, S. Park, S. Muthaiah, S. H. Hong, Synlett 2015, 26, 2517-2520.

87 A. Collado, D. J. Nelson, S. P. Nolan, Chem. Rev. 2021, 121, 8559-8612.

8 Z. Lu, T. Li, S. R. Mudshinge, B. Xu, G. B. Hammond, Chem. Rev. 2021, 121, 8452-8477.
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electronicos como estéricos juegan un papel fundamental a la hora de modificar el
comportamiento de estas especies.

Como se ha indicado previamente los ligandos de tipo fosfina, fosfito y
carbeno N-heterociclico son los ligandos méas frecuentemente empleados en catalisis
de Au(l) y todos ellos forman enlaces fuertes M—ligando, siendo esta una unién no
labil. Atendiendo a sus factores electronicos (Figura 4), las fosfinas son consideradas
ligandos o-dadores m-aceptores, mientras que los ligandos NHCs son c-dadores 7-
dadores m-aceptores.®® De esta manera, los ligandos de tipo fosfina que presentan
sustituyentes y grupos dadores de densidad electrénica y los NHC, se consideran
ligandos ricos en densidad electronica, mientras que los fosfitos y las fosfinas con
grupos electron atractores, son ligandos electronicamente pobres que retiran
densidad electronica del centro metalico.*

Ligando NHC Ligando Fosfina Ligando Fosfito

NiN Rz R®
R~ "R LN
X e P “ (RO);—P—Au—X
| R’
X

Descenso de la capacidad de donacién

Figura 4. Descenso de la capacidad de donacidn de los catalizadores de Au(l) en funcion de
los ligandos que presenten.

En cuanto a los factores estéricos, estos son resultado de las interacciones,
generalmente no enlazantes, entre distintas partes de la molécula. Ambos efectos no
se pueden entender por separado ya que cambios en uno de ellos influyen en el otro,
por lo que se han descrito parametros, como el parametro electrénico de Tolman
(TEP), y el angulo de Tolman (6) para determinar su influencia.®® Sin embargo, en
el caso de los ligandos NHCs, no es correcto aplicar el angulo de Tolman para
determinar su efecto estérico ya que este término fue acufiado para derivados de
ligandos de fosforo. Por ello, particularmente para los ligandos NHCs, aungue
también es aplicable a otros tipos de ligandos incluidos los de tipo fosfina, se
describi6 el parametro conocido como porcentaje de volumen enterrado (%Vour),™

89 M. N. Hopkinson, C. Richter, M. Schedler, F. Glorius, Nature 2014, 510, 485-496.

9 C. A. Tolman, Chem. Rev. 1977, 77, 313-348.

9 (a) A. C. Hilier, W. J. Sommer, B. S. Yong, J. L. Petersen, L. Carvallo, S. P. Nolan, Organometallics
2003, 22, 4322-4326; (b) H. Clavier, S. P. Nolan, Chem. Commun. 2010, 46, 841-861.
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que se define como el porcentaje del volumen total de una esfera ocupada por un
ligando unido a un centro metélico a una distancia de 2.0 A.

A lo largo de esta Tesis Doctoral los catalizadores de Au(l) empleados han
sido los que presentan ligandos de naturaleza NHC. Este tipo de ligando fue
descubierto por Arduengo en 1991,% y desde ese momento se ha convertido en uno
de los mas estudiados para el desarrollo de catalizadores metalicos de distinta
naturaleza,®®®® destacando a su vez su empleo como organocatalizadores,® y
recientemente su combinacion con distintas reacciones fotocataliticas.”® Algunas de
las caracteristicas que reinen estos tipos de ligandos son:%

- Exhiben una fuerte capacidad o-dadora, especialmente comparado con los
ligandos de tipo fosfina.

- Forman un enlace fuerte metal-carbeno con metales blandos. Esta
caracteristica les hace ligandos especialmente estables, incluso a elevadas
temperaturas, ya que se evita la descomposicion del catalizador.

- Suelen ser ligandos muy voluminosos y con amplia variedad estructural. Se
han descrito un gran nimero de ligandos NHC en los que se ha variado tanto
el tamafio del anillo como los sustituyentes presentes en €l y en los atomos
de nitrégeno que poseen. Los mas empleados son aquellos que presentan un
anillo de cinco miembros, ya que la presencia y cercania de los &tomos de
nitrégeno con el carbono carbénico le confieren una estabilidad elevada
debido a la retirada de densidad electrénica ¢ y a la donacion via « a dicho
carbono.

Todas estas propiedades les hacen unos ligandos muy versétiles y con una
amplia aplicabilidad en catalisis metalica.

92 A. J. Arduengo, R. L. Harlow, M. Kline, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 363-365.

93 A. Doddi, M. Peters, M. Tamm, Chem. Rev. 2019, 119, 6994-7112.

% A. T. Biju, N-Heterocyclic Carbenes in Organocatalysis, Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2018.
9], Liu, X.-N. Xing, J.-H. Huang, L.-Q. Lu, W.-J. Xiao, Chem. Sci. 2020, 11, 10605-10613.

% X.-T. Tang, F. Yang, T.-T. Zhang, Y.-F. Liu, S.-Y. Liu, T.-F. Su, D.-C. Lv, W.-B. Shen, Catalysts
2020, 10, 350.
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0.3.1.4 Efecto del contraion en la catalisis de Au(l)

Al igual que los ligandos, el contraion empleado juega un papel clave en el
desarrollo del ciclo catalitico de un proceso promovido por una especie de Au(l).%
La aproximacion inicial mas empleada se centra en afiadir un precatalizador,
generalmente una especie del tipo L-Au-X, donde X suele ser un 4&tomo de cloro, o
un grupo hidroxilo, y generar in situ el verdadero catalizador, mediante una reaccion
de intercambio anionico o una activacion.

Para activar complejos neutros de tipo L-Au-Cl es frecuente el empleo de
sales de plata de tipo AgX, siendo X el contraion deseado para realizar la reaccion
catalitica. Al emplear estas sales de plata, se produce una reaccién de intercambio en
la que se genera el verdadero catalizador de la reaccion, y AgCl, que precipita en el
medio de reaccidén cuando se emplean disolventes organicos. Sin embargo, esta
estrategia presenta inconvenientes ya que se ha observado la formacion de
intermedios no activos Au-Ag®’ y Au-Ag—Au,*® ademas de descubrirse que tanto el
orden de adicion del precatalizador y de la sal de plata,®® como la mera presencia de
la especie de plata pueden influir en el rendimiento de la reaccion.'®

Alternativamente al uso de sales de plata se han empleado &cidos de
Brensted para activar precatalizadores del tipo L-Au—X, donde X es un grupo
hidroxilo o metilo.®* Cuando no se emplea la estrategia de afiadir un precatalizador
al medio de reaccion, los catalizadores mas frecuentes son agquellos que presentan
contraiones del tipo OTT", SbFs y NTf,, debido a su estabilidad y precio asequible.®

La influencia del contraién en la reaccidn se encuentra intimamente ligada a
la naturaleza del disolvente empleado en la reaccion, ya que cuando se utilizan
disolventes con grupos aromaticos o halogenados con baja constante dieléctrica, el
catalizador se encuentra como un par iénico de contacto,'®? por lo que tiene mayor

9 D. Weber, M. R. Gagné, Org. Lett. 2009, 11, 4962-4965.

%Y. Zhu, C. S. Day, L. Zhang, K. J. Hauser, A. C. Jones, Chem. Eur. J. 2013, 19, 12264-12271.

9 A. Homs, I. Escofet, A. M. Echavarren, Org. Lett. 2013, 15, 5782-5785.

100 D, Wang et al. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 9012-9019.

101 (a) E. Mizushima, T. Hayashi, M. Tanaka, Org. Lett. 2003, 5, 3349-3352; (b) A. Gémez-Suérez, R.
S. Ramén, A. M. Z. Slawin, S. P. Nolan, Dalton Trans. 2012, 41, 5461-5463; (c) N. V. Tzouras, M.
Saab, W. Janssens, T. Cauwenbergh, K. V. Hecke, F. Nahra, S. P. Nolan, Chem. Eur. J. 2020, 24, 5541-
5551.

102 (@) A. Macchioni, Chem. Rev. 2005, 105, 2039-2074; (b) D. Zuccaccia, L. Belpassi, F. Tarantelli,
A. Macchioni, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 3170-3171.
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influencia en la reaccion, llegando incluso a influir en la reactividad y en la quimio-
o regioselectividad del proceso. Sin embargo, cuando se emplean disolventes polares
con elevada constante dieléctrica, la especie catiénica de Au(l) se encuentra
altamente solvatada,'® por lo que el contraion se dispone relativamente alejado y
tiene una menor influencia en la reaccion.

Por otro lado, también se pueden afiadir aditivos al medio de reaccion para
aumentar la eficiencia o la selectividad de los procesos catalizados por especies de
Au(l).%

0.3.1.5 Activacion carbofilica catalizada por complejos de oro

La transformacion mas comun y por la que destaca la catalisis de oro es la
activacion de enlaces multiples C-C, haciéndolos adecuados para un posterior
ataque de un nucledfilo. En el momento en el que se coordina un sistema insaturado
como un alqueno o un alquino a un complejo catiénico de oro, se produce una
disminucién de la densidad de carga 7 de este sistema a través de una interaccion o-
dadora n-aceptora del catalizador con el sistema insaturado. Gracias a esta activacion
estos sistemas insaturados son mas proclives a ser atacados por nucleo6filos.***

El mecanismo de estas reacciones transcurre en tres etapas (Esquema 4).2%
En primer lugar, se produce la coordinacion del sistema insaturado al catalizador de
oro, para posteriormente producirse la activacion de este mediante una interaccion
o-dadora m-aceptora. Esta primera etapa se conoce como activacion electréfila.
Posteriormente, se produce el ataque de un nucledfilo al sistema activado,
transcurriendo generalmente de manera anti con respecto al catalizador de oro. Sin
embargo, en el caso especifico de derivados de norborneno como ligandos la adicion
del nucledfilo es de naturaleza syn.’® Ademas, salvo algunas excepciones que se
comentaran mas adelante en esta Tesis Doctoral, la adicion del nucleofilo al sistema
insaturado activado transcurre con una regioquimica de tipo Markovnikov. Una vez
gue el nucledfilo ha atacado a la especie activada se genera un intermedio trans-
alquenil oro, en el caso de los alquinos, o trans-alquil oro, si se emplean alquenos.

103y Marcus, G. Hefter, Chem. Rev. 2006, 106, 4585-4621.

104 (a) R. Dorel, A. M. Echavarren, Chem. Rev. 2015, 115, 9028-9072; (b) H. Huang, Y. Zhou, H. Liu,
Belstein J. Org. Chem. 2011, 7, 897-936

105 A, S. K. Hashmi, Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5232-5241.

106 M. A. Cinellu, G. Minghetti, F. Cocco, S. Stoccoro, A. Zucca, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44,
6892-6895.
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Finalmente, este intermedio reacciona con un electréfilo, generalmente un protén,
para producir la reaccion de protodesauracion, liberando el producto al medio de
reaccion y completandose el ciclo catalitico.

Hay que destacar que, durante esta Gltima etapa, una parte del catalizador se
desactiva ya que se suelen producir reacciones de reduccion de la especie cationica
para generar compuestos de Au(0) asi como especies dicoordinadas AuL.,", en las
que el centro metalico se encuentra coordinado a dos ligandos no labiles, por lo que
carece de actividad catalitica.'”” También es necesario tener en cuenta que los
nucledfilos empleados pueden actuar como bases de Lewis que pueden competir con
el sistema insaturado para coordinarse al catalizador de Au(l), provocando su
inactivacion.

H -
! H
1 NuH / \ / H
=—H — =H —— = == >
HNY  H Nd H Nu H
Coordinacion Ataque i
; . o Protodesauracion
del sistema insaturado nucledfilo

Esquema 4. Adicién de un nucledfilo a un sistema insaturado activado por un catalizador
de oro.

El primer ejemplo descrito de activacion de un alquino por parte de un
catalizador catidnico de Au(l), y posterior ataque nucleodfilo de un alcohol, fue
propuesto en 1998 por Teles y colaboradores (Esquema 5),'® y desde ese momento
se han descrito una gran variedad de ejemplos de esta reaccion que han sido
recogidas en varias revisiones bibliograficas.’’

(2 mol%)

MsOH (50 mol%)
/\/ w
MeOH MeO OMe

40 °C

Esquema 5. Primer ejemplo de activacion de un alquino y posterior ataque nucledfilo
empleando un catalizador catiénico de Au(l).

Ademas del empleo de nucletfilos oxigenados, como alcoholes, agua, o
carbonilos, para realizar el ataque nucledfilo sobre alquinos activados, también

107 W, Wang, G. B. Hammond, B. Xu, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 5697-5705.
108 J, H. Teles, S. Brode, M. Chabanas, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1415-1418.
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existen mdaltiples ejemplos de adicion de nucledfilos nitrogenados, como
aminas, %% azidas,*'? carbamatos,'** o ureas,'*? nucledfilos derivados de azufre,*3
e incluso se han descrito adiciones de boronatos a alquinos.'** Este tipo de reacciones
se pueden producir tanto de manera intra- como intermolecular, siendo
particularmente destacables las aproximaciones intramoleculares ya que permiten la
sintesis sencilla de heterociclos.

Ademas, también se han empleado alquenos como nucleéfilos, tanto de
manera inter- como intramolecular. Asi, destacan las reacciones de
cicloisomerizacion de 1,n-eninos,®®** que permiten acceder a compuestos de
elevada complejidad molecular de manera sencilla. Este tipo de transformaciones
catalizadas por especies de Au(l) transcurren por mecanismos distintos respecto a
otros metales de transicion,**® debido a la geometria lineal que presentan y a la
dificultad que presentan estos catalizadores para experimentar reacciones de adicion
oxidante.

Por otro lado, no solo los alquinos son capaces de ser activados por
complejos de Au(l), ya que existen multiples ejemplos de la activacion de alenos,
alenamidas e inamidas, entre otros.''” Menos frecuentes son las activaciones de

109 (@) Y. Fukuda, K. Utimoto, H. Nozaki, Heterocycles 1987, 25, 297-300; (b) C. Michon, J. Gilbert,
X. Trivelli. F. Nahra, C. S. J. Cazin, F. Agbossou-Niedercorn, S. P. Nolan, Org. Biomol. Chem. 2019,
17, 3805-3811; (c) V. Laserna, M. J. Porter, T. D. Sheppard, J. Org. Chem. 2019, 84, 11391-11406; (d)
R. Vanjari, D. Panda, S. Mandal, G. B. Vamisetti, A. Brik, J. Am. Chem. Soc. 2022, 144, 4966-4976.
10 (@) N. Li, X. L. Lian, Y. H. Li, T. Y. Wang, Z. Y. Han, L. Zhang, L. Z. Gong, Org. Lett. 2016, 18,
4178-4181; (b) H. Su, M. Bao, C. Pei, W. Hu, L. Qiu, X. Xu, Org. Chem. Front. 2019, 6, 2404-2409.
11 T, Enomoto, A. L. Girad, Y. Yasui, Y. Takemoto, J. Org. Chem. 2009, 23, 9158-9164.

112 (@) H. Li, F. Song, R. A. Widenhoefer, Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 955-962; (b) A. Gimeno, C. B.
Cuenca, M. Medio-Simoén, G. Asensio, Adv. Synth. Catal. 2014, 356, 229-236.

113 (@) 1. Nakamura, T. Sato, Y. Yamamoto, Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 118, 4585-4587; (b) I.
Nakamura, T. Sato, M. Terada, Y. Yamamoto, Org. Lett. 2007, 20, 4081-4083.

114 (@) T. D. Sheppard, Pure Appl. Chem. 2012, 84, 2431-2441; (b) J. J. Hirner, D. J. Faizi, S. A. Blum,
J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 4740-4745.

115 (@) E. Jiménez-Nufiez, A. M. Echavarren, Chem. Rev. 2008, 108, 3326-3350; (b) M. Marin-Luna,
O. N. Naza, C. S. Lopez, Front. Chem. 2019, 7, 296.

116 (a) A. Marinetti, H. Jullien, A. Voituriez, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 4884-4908; (b) C. I. Stathakis,
P. L. Gkizis, A. L. Zografos, Nat. Prod. Rep. 2016, 33, 1093-1117; (c) Y. Hu, M. Bai, Y. Yang, Q.
Zhou, Org. Chem. Front. 2017, 4, 2256-2275.

17D, Campeau, D. F. L. Rayo, A. Mansour, K. Muratov, F. Gagosz, Chem. Rev. 2021, 121, 8756-8867.
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olefinas empleando este tipo de catalizadores, aunque se han descrito algunos
ejemplos en la bibliografia.*®

A pesar de que este tipo de reacciones de activacion carbofilica han sido las
mas estudiadas, las especies de Au(l) también son capaces de catalizar reacciones de
activacion de enlaces C—H,'° cicloadiciones,*®® reacciones de acoplamiento
cruzado,*®! y la generacion de carbenos de oro,*? entre otras.

0.4 Procesos multicataliticos: Cascadas y aproximaciones
secuenciales

Tradicionalmente las rutas sintéticas para la valorizacion de un determinado
producto de partida se han realizado por pasos (stepwise), es decir, llevando a cabo
una reaccion, aislando el producto intermedio, y posteriormente, realizando las
reacciones necesarias con sus correspondientes etapas de aislamiento, hasta alcanzar
el producto deseado (Figura 5). Sin embargo, en los ultimos afios se han desarrollado
y estudiado procesos gque consisten en una secuencia de reacciones producidas en un
mismo recipiente de reaccion (one-pot) utilizando ademéas varios catalizadores
(procesos multicataliticos). Este tipo de procesos concurrentes son de gran interés y
utilidad sintética ya que evitan la purificacion de los intermedios de reaccion,
permitiendo de esta manera un ahorro de tiempo y dinero, asi como un incremento
en el rendimiento de estas rutas es mas elevado. Ademas, permiten que compuestos
inestables sean directamente consumidos en el siguiente paso del proceso al existir
durante menos tiempo en el medio de reaccion.'?

118 (3) C.-G. Yang, C. He, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 6966-6967; (b) M. Chiarucci, M. Bandini,
Beilstein J. Org. Chem. 2013, 9, 2586-2614; (c) Y. Zhu, W. Zhou, E. M. Petryna, B. R. Rogers, C. S.
Day, A. C. Jones, ACS Catal. 2016, 6, 7357-7362.

119 G. Meera, K. R. Rohit, G. S. S. Treesa, G. Anilkumar, Asian J. Org. Chem. 2020, 9, 114-162.

120 F Lopez, J. L. Mascarefias, Beilstein J. Org. Chem. 2011, 7, 1075-1094.

121 (@) A. Nijamudheen, A. Datta, Chem. Eur. J. 2020, 26, 1442-1487; (b) R. A. Dayle, A. S. Morrenzin,
S. R. Neufeldt, J. J. Topczewski, J. Am. Chem. Soc. 2020, 142, 13210-13218.

122 R J. Harris, A. Widenhoefer, Chem. Soc. Rev. 2016, 45, 4533-4551.

123 (a) W. Kroutil, M. Rueping, ACS Catal. 2014, 4, 2086-2087; (b) J. J. Schrittwieser, S. Velikogne,
M. Hall, W. Kroutil, Chem. Rev. 2018, 118, 270-358.
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! Paso 1 3
Reactivo | ———— > | Intermedio,_4

+ Aislamiento + n Aislamientos

Figura 5. Representacion esquematica de un proceso por pasos (stepwise).

Estas metodologias se pueden clasificar en funcion de su disefio y
funcionalidad, de modo que existen distintos tipos de procesos, aungue sin duda
alguna, los mas interesantes desde un punto de vista sintético son los lineales, ya que
un reactivo se convierte en el producto deseado a través de una secuencia consecutiva
de reacciones, de modo que el producto de una reaccién es el reactivo de la siguiente.
Dentro de las aproximaciones concurrentes destacan los procesos en cascada y las
aproximaciones secuenciales (Esquema 6):

- Procesos en cascada: En este tipo de sistemas todos los reactivos y
catalizadores involucrados en la secuencia sintética son afiadidos desde el
inicio al medio de reaccién, y las condiciones de reaccién permanecen
invariables a lo largo del tiempo. En este tipo de estrategias los intermedios
se consumen a medida que se van generando, por lo que estas especies
intermedias no se aislan. Este tipo de aproximaciones también son conocidas
como procesos tandem.

- Aproximacion secuencial: Son procesos en los que los catalizadores o
reactivos se van afiadiendo sucesivamente al medio de reaccion, y/o las
condiciones de reaccion varian a lo largo de los mismos. En este tipo de
aproximaciones los intermedios de reaccion podrian ser aislados, aungue
este no es el objetivo primordial. Se emplean principalmente cuando el
desarrollo simultdneo de dos etapas es incompatible, o bien si se busca
minimizar la formacion de productos secundarios en determinadas
condiciones de reaccion.
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Proceso en cascada

[Catalizador 1) [ Catalizador 2) [ Catalizador n)
Reactivos Productos
Condiciones de reaccién

Aproximacion secuencial

] Catalizador 1 Catalizador n
Reactivos Intermedio _ ———— _ | Productos
Condiciones de Condiciones de
reaccion 1 reaccién 1on

Esquema 6. Esquema general de un proceso multicatalitico en cascada y de una
aproximacién secuencial.

Ademas de los procesos en cascada lineal, los otros tipos de procesos en

cascada que existen son (Esquema 7):

Cascadas paralelas: En las cuales ocurren dos reacciones a la vez, y se
encuentran conectadas por la accion de un compuesto, por ejemplo, un
cofactor.*®

Cascadas ciclicas: Empleadas especialmente en procesos de
desracemizacion o estereoinversion, principalmente descritas para la sintesis
de alcoholes, aminas y aminoécidos dpticamente activos.'?

Cascadas ortogonales: En ellas se desplaza el equilibrio de una reaccion
hacia la formacion del producto de interés, o bien se elimina alguin
(sub)producto que pueda inactivar el catalizador de la reaccion principal.*?

124 (3) C. Rodriguez, I. Lavandera, V. Gotor, Curr. Org. Chem. 2012, 16, 2525-2541; (b) S. Mordhorst,
J. N. Andexer, Nat. Prod. Rep. 2020, 37, 1316-1333.

125 (@) M. M. Musa, F. Hollmann, F. G. Muitti, Catal. Sci. Technol. 2019, 9, 5487-5503; (b) C. Aranda,
G. Oksdatch-Mansilla, F. R. Bisogno, G. de Gonzalo, Adv. Synth. Catal. 2020, 362, 1233-1257.

126 R. C. Simon, N. Richter, E. Busto, W. Kroutil, ACS Catal. 2014, 4, 129-143.
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Proceso en cascada paralela Proceso en cascada ciclica
Catalizador 1 ] Catalizador 1
Reactivo 1 7?» Reactivo1) _——— _ ! |ntermedio : 4 |Producto
Cofactor Cofactor ~ o
red/ox ox/red o Se acumula
.. [catalizador2) .-
Producto 2 # Reactivo 2 e -
Catalizador 1
o
Catalizador 2

Proceso en cascada ortogonal

Catalizador 1
Reactivo 1 f’ Producto

Producto 2

J

Producto 3

Esquema 7. Representacion esquematica de reacciones en cascada paralela, ciclica y
ortogonal.

A pesar de ser unas aproximaciones muy interesantes, el desarrollo de
procesos one-pot, especialmente en el caso de las cascadas lineales, no es una tarea
sencilla, ya que requiere de la compatibilidad de los catalizadores o de las
condiciones de reaccion involucradas en todas las etapas, para evitar inactivaciones
de alguno de los catalizadores o la formacion de subproductos no deseados.

Uno de los objetivos principales de esta Tesis Doctoral es el disefio de
transformaciones en cascada lineales. Para el desarrollo de este tipo de
aproximaciones existen diversas combinaciones segln los tipos de catalizadores
involucrados en el proceso. En este ambito existen distintos tipos de aproximaciones
multicataliticas que abarcan los procesos multienzimaticos, foto-enzimaticos y
metal-enzima, entre otras.

0.4.1 Procesos multienzimaticos

Los sistemas en cascada multienzimaticos son considerados el origen de la
idea del desarrollo de los procesos multicataliticos, ya que la naturaleza se ha
encargado de disefiar y optimizar procesos multietapa para la sintesis de moléculas
complejas en los organismos vivos. Ejemplos de ello son la biosintesis de productos
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naturales, como por ejemplo la de la pentalenolactona D, que implica la accion de
tres tipos de enzimas,**’ o el ciclo de Krebs, que combina la accion de ocho enzimas
distintas,*?® entre muchos otros.**

El disefio de un proceso multienzimatico depende de la naturaleza de las
enzimas implicadas en él, ya que se relaciona directamente con su estabilidad en el
medio de reaccion, ya sea en disolventes organicos o acuosos, el intervalo éptimo de
pH para cada enzima en caso de trabajar en medio acuoso, la temperatura y/o el
empleo de cofactores con sus correspondientes sistemas de regeneracion, entre otros
factores. Por ello, el disefio de procesos multienzimaticos no es un tema trivial como
podria pensarse, sino que es necesaria una perfecta sincronia y una ausencia de
inhibicion de cada actividad catalitica involucrada en dicho sistema.™*

Un ejemplo reciente es la sintesis del Molnupiravir (MK-4482),"! farmaco
antiviral que se encuentra en fase 3 para el tratamiento del COVID-19 (Esquema 8).
En este trabajo se describe la sintesis de un precursor directo del farmaco MK-4482
mediante una aproximacién secuencial que combina el uso de seis enzimas distintas
a partir de sustratos de partida baratos y facilmente accesibles. De esta manera se ha
logrado obtener, tras una reaccion quimica de formacién de una oxima, el farmaco
deseado con un rendimiento aislado global del 69%.!

127 E. Davies, R. Croteau, Cyclization Enzymes in the Biosynthesis of Monoterpenes, Sesquiterpenes
and Diterpenes, en Topics in Current Chemistry, vol. 2009, Springer-Verlag, Berlin/Heidelberg
(Alemania), 2000.

128 | Jochmanova, K. Pacak, Clin. Cancer Res. 2016, 22, 5001-5011.

129 (@) T. A. Scott, J. Piel, Nat. Rev. Chem. 2019, 3, 404-425; (b) C. S. Jamieson, J. Misa, Y. Tang, J.
M. Billingsley, Chem. Soc. Rev. 2021, 50, 6950-7008.

130 3. Albarran-Velo, S. Gonzalez-Granda, M. Ldpez-Agudo, V. Gotor-Fernandez, Practical
Multyenzimatic Transformations: Combining Enzymes for the One-Pot Synthesis of Organic Molecules
in a Straightfoward Manner en Biocatalysis for Practitioners: Techniques, Reactions and Applications,
Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2021, cap. 13.

131 3. A. Mclntosh et al. ACS Cent. Sci. 2021, 7, 1980-1985.
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Esquema 8. Aproximacion secuencial multienzimatica para la sintesis del farmaco
Molnupiravir.

Por otro lado, los procesos de transformacion de alcoholes en aminas son
particularmente interesantes, sobre todo si se realizan de manera estereoselectiva y
bajo condiciones suaves de reaccion. En este contexto se han descrito varias
aproximaciones para llevar a cabo esta transformacion basadas en el uso de enzimas
oxidativos como lacasas o ADHs, junto con enzimas responsables de la
transformacidn de los compuestos carbonilicos en las aminas como ATAs 0 AmDHs,
entre otras.**> Un ejemplo reciente de aminacion de alcoholes multienzimatica ha
sido descrito para la sintesis del farmaco GSK2879552 (Esquema 9), un inhibidor de
la lisina desmetilasa 1 (LSD1).*** En esta aproximacion en cascada se combina la
accion de una ADH para oxidar selectivamente un alcohol primario al aldehido
correspondiente, y una IRED para transformar el intermedio carbonilico en la
correspondiente amina Opticamente activa. Este sistema es muy interesante ya que
el cofactor empleado en ambas transformaciones se recicla internamente en el medio
de reaccion.

182 (@) F. G. Mutti, T. Knaus, N. S. Scrutton, M. Breuer, N. J. Turner, Science 2015, 349, 1525-1529;
(b) L. Martinez-Montero, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, |. Lavandera, Green Chem. 2017, 19, 471-
480; (c) T. Knaus, L. Cariati, M. F. Masman, F. G. Mutti, Org. Biomol. Chem. 2017, 15, 8313-8325.
133 M. Schober et al. Nat. Catal. 2019, 2, 909-915.

33



Introduccion

O e TS

NADP* NADPH

n*
A o J< RED @A NH3
S 0 S0
H N rac-trans
(

1R28) “2HCI

|
s peUen,

GSK2879552

Esquema 9. Cascada multienzimética combinando una ADH y una IRED para la sintesis
del farmaco GSK2879552.

0.4.2 Procesos multicataliticos fotoenzimaticos

En los altimos afios la fotocatalisis se ha consolidado como una metodologia
versétil, eficiente y sostenible dentro de la sintesis organica.”** Ademas, debido a las
condiciones suaves de reaccion gue emplea, su combinacion con la biocatalisis no
ha pasado inadvertida puesto que las hace, a priori, plenamente compatibles.**®

Un buen ejemplo de una combinacion en cascada de un proceso
fotocatalitico con otro enzimatico es el propuesto por los grupos de investigacion de
los profesores Zhao y Hartwig.** Asi, se ha descrito la isomerizacion de una olefina,
enriquecida en su forma Z, mediante un fotocatalizador de iridio o flavina
mononucleétido (FMN) y luz led azul, al que se ha acoplado una segunda etapa de
biorreduccién del doble enlace C—C empleando una ERED. La fotoisomerizacién de
la olefina de partida es necesaria ya que las enzimas empleadas solo son capaces de

134 (a) Visible Light Photocatalysis in Organic Chemistry, Eds. C. R. J. Stephenson, T. P. Yoon, D. W.
C. MacMillan, Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2018; (b) X. Wang, K. Faungnawakij, M.
Chareopanich, ChemCatChem 2019, 11, 5838-5841; (c) P. Melchiorre, Chem. Rev. 2022, 122, 1483-
1484.

135 () L. Schmermund, V. Jurkas, F. F. Ozgen, G. D. Barone, H. C. Biichsenschiitz, C. K. Winkler, S.
Schmidt, R. Kourist, W. Kroutil, ACS Catal. 2019, 9, 4115-4144; (b) S. Zhang, S. Liu, W. Sun, S. Li,
J. Shi, Z. Jiang, Chem. Soc. Rev. 2021, 50, 13449-13466.

136 7. C. Litman, Y. Wang, H. Zhao, J. F. Hartwig, Nature 2018, 560, 355-359.
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reducir el isomero E de estos compuestos. De esta manera se consiguen obtener los
productos saturados con elevados rendimientos y excesos enantiomeéricos (Esquema
10).

0.5 mol% ERED, NADP*, glucosa/GDH

1 1
AF\ER (1 mol%) o FMN (5 mol%) Ar\*[R
R2 tampén Tris-HCI pH 7.5:DMSO (9:1 v/v) R2
ta,15h
Enriquecido en el isémero Z LED azul (465 nm) 60-96% rendimiento

86->99% ee
Esquema 10. Cascada fotoenzimatica para la fotoisomerizacion-reduccion de olefinas.
0.4.3 Procesos multicataliticos metal-enzima

La combinacion en one-pot de reacciones catalizadas por especies metalicas
y enzimas es muy atractiva en sintesis organica debido a la capacidad que presentan
las especies metélicas para catalizar muy distintos tipos de reacciones, especialmente
de acoplamiento cruzado, y a los elevados niveles de selectividad que son capaces
de inducir las enzimas.**’

Generalmente este tipo de procesos multicataliticos se llevan a cabo en
medio acuoso para facilitar la actividad de la enzima, al ser su entorno natural. Sin
embargo, la presencia de agua es perjudicial para muchas reacciones
organometalicas, ya que puede favorecer la formacion de subproductos o hacer que
el catalizador metélico no sea activo para la transformacion deseada. Ademas,
algunas especies metalicas pueden inhibir la enzima empleada, o bien los
biocatalizadores o cofactores pueden coordinarse al catalizador metélico, lo que
conduce a su rapida inactivacion.™® Por ello, este tipo de combinaciones suelen ser
maés dificiles de disefiar que las estrategias multienzimaticas, especialmente a la hora
de realizar procesos en cascada.

137 (@) J. Muschiol, C. Peters, N. Oberleitner, M. D. Mihovilovic, U. T. Bornscheuer, F. Rudroff, Chem.
Commun. 2015, 51, 5798-5811; (b) F. Rudroff, M. D. Mihovilovic, H. Grdger, R. Snajdrova, H. Iding,
U. T. Bornscheuer, Nat. Catal. 2018, 1, 12-22; (c) F. Dumeignil et al. Catal. Sci. Technol. 2018, 8,
5708-5734; (d) X. Huang, M. Cao, H. Zhao, Curr. Opin. Chem. Biol. 2020, 55, 161-170; (e) Y. Liu, P.
Liu, S. Gao, Z. Wang, P. Luan, J. Gonzalez-Sabin, Y. Jing, Chem. Eng. Technol. 2021, 420, 127659;
(f) L. Bering, J. Thompson, J. Micklefield, Trends Chem. 2022, 4, 392-408.

138 H, Groger, Metals and Metal Complexes in Cooperative Catalysis with Enzymes within Organic-
Synthetic One-Pot Processes en Cooperative catalysis. Designing Efficient Catalysts for Synthesis,
Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2015, cap. 11.
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En los ultimos afios se han descrito varios ejemplos para realizar este tipo de
combinaciones metal-enzima, siendo el método més frecuente el desarrollo de
aproximaciones secuenciales.’*® También es necesario destacar el disefio de
metaloenzimas artificiales, las cuales son obtenidas mediante la ingenieria de
proteinas, disponiendo un catalizador metalico en el centro activo de la enzima con
el fin de producir una reaccion organometalica en el entorno tridimensional que
proporciona la proteina.**® Otro ejemplo de la combinacion metal-enzima son los
complejos bionanohibridos, los cuales estdn compuestos por nanoparticulas de
metales nobles y una enzima, de modo que son capaces de exhibir ambas actividades
cataliticas.**

Historicamente, los primeros procesos en los que se desarrolld una
combinacion de tipo metal-enzima fueron las resoluciones cinéticas dindmicas,
especialmente de alcoholes y aminas racémicas. Un ejemplo del potencial sintético
gue pueden presentar estos procesos en cascada combinando metales y enzimas es
el descrito por Gonzalez-Sabin y colaboradores.**? En este trabajo se describe la
isomerizacion redox de alcoholes alilicos, catalizada por una especie de rutenio, y
un segundo paso de biorreduccion empleando una ADH, que segun su
esteroespecificidad puede conducir a uno u otro enantiomero (Esquema 11).

AN 9'
“Ru-0
N~ 1
2 O% R OH
R OH 5 mol%

U 4 1 R
ROTR ADH (100% p/p) REYTR
R tampon KPi pH 7.0 R
200 mM 'PrOH (15% viv) 60-86% rdto.

Ar, 30 °C, 24 h >99% ee

Esquema 11. Cascada metal-enzima para la sintesis de alcoholes enantioenriquecidos.

139 C. Ascaso-Alegre, J. Mangas-Sanchez, Eur. J. Org. Chem. 2022, €202200093.

140 (@) T. Heinisch, T. R. Ward, Acc. Chem. Res. 2016, 49, 1711-1721; (b) F. Schwizer et al. Chem. Rev.
2018, 118, 142-231.

141 (@) M. Filice, M. Marciello, M. P. Morales, J. M. Palomo, Chem. Commun. 2013, 49, 6876-6878;
(b) J. M. Palomo, Chem. Commun. 2019, 55, 9583-9589.

142 N Rios-Lombardia, C. Vidal, E. Liardo, F. Moris, J. Garcia-Alvarez, J. Gonzéalez-Sabin, Angew.
Chem. Int. Ed. 2016, 55, 8691-8695.
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Otro ejemplo del potencial sintético de la combinacién metal-enzima es el
trabajo descrito por Castagnolo y colaboradores (Esquema 12, a),*** donde se
combina en cascada el catalizador Grubbs de segunda generacion, para producir la
reaccion de metatesis de cierre de anillo (Ring Closing Metathesis, RCM) de
dialilaminas, y una monoamino oxidasa (MAOQO) que permite la aromatizacion del
compuesto hacia los correspondientes pirroles. Mas recientemente, el mismo grupo
de investigacion ha descrito una aproximacion similar empleando el mismo
catalizador de Grubbs y una lacasa para obtener derivados de furano (Esquema 12,
b)_144

R2

@ e, —M N

h Ly
R1 - (’f? ‘R1

100 mM MAO-D5 5-84% rendimiento
iso-octano/tampén pH 7.8 (1:4 v/v)
37°C,24h
b)
R? R
B — we, \ A
RS0 e o)
Lacasa de Trametes versicolor R!
40 mM TEMPO (20 mol%) 28-76% rendimiento

NaPi pH = 6.5/iso-octano (1:2 v/v)
aire, 30 °C, 24-72 h

Esquema 12. Cascadas metal-enzima para la sintesis de heterociclos: a) nitrogenados; y b)
oxigenados.

143 N. Scalacci, G. W. Black, G. Mattedi, N. L. Brown, N. J. Turner, D. Castagnolo, ACS Catal. 2017,
7, 1295-1300.

144 C. Risi, F. Zhao, D. Castagnolo, ACS Catal. 2019, 9, 7264-7269.
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Obijetivos generales

En la introduccidn general de esta Tesis Doctoral se ha puesto de manifiesto
la utilidad de la biocatélisis para la sintesis altamente selectiva y bajo condiciones
suaves de reaccion de distintos tipos de compuestos. Ademas, se ha mostrado y
discutido la gran versatilidad que presenta la catalisis metélica, especialmente la de
oro(l) para promover un gran nimero de transformaciones, demostrando una gran
tolerancia a la presencia de diversos grupos funcionales. Por tanto, el eje central de
esta Tesis Doctoral es el disefio, estudio y optimizacion de procesos one-pot en
cascada, mediante la accion combinada de distintos tipos de enzimas
(aproximaciones multienzimaticas), o bien utilizando catalizadores metalicos y
enzimas (procesos metaloenzimaticos). Este tipo de metodologias en cascada
permiten un ahorro sustancial en el tiempo, energia y coste econémico asociado a la
sintesis quimica tradicional ya que se evitan etapas de aislamiento y purificacion de
sustancias intermedias. Por todo ello, se han planteado una serie de objetivos
generales, que se detallan a continuacion.

En el Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral se abordara la sintesis y
desracemizacion de alcoholes propargilicos racémicos mediante un proceso
multienzimético que involucre la accién del sistema oxidativo lacasa/ TEMPO y
diferentes ADHs capaces de reducir de manera asimétrica las cetonas intermedias.

En el segundo y tercer capitulo se estudiara el desarrollo de procesos en
cascada para transformar alcoholes propargilicos racémicos en alcoholes 0 aminas
alilicas Gpticamente activas. Estas aproximaciones implicaran la identificacion de
catalizadores de oro(l) que lleven a cabo la reaccidn de reagrupamiento de Meyer-
Schuster, asi como ADHs o ATAs que catalicen procesos altamente selectivos de
biorreduccién y biotransaminacion, respectivamente, de las cetonas a,B-insaturadas
resultantes.

En el Capitulo 4 se abordaré la sintesis de halohidrinas épticamente activas
mediante el desarrollo de un proceso en cascada que combine la reaccion de
hidratacion regioselectiva de haloalquinos promovida por catalizadores de oro(l),
seguida de la biorreduccion de las o-halometil cetonas intermedias empleando
ADHs.
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Finalmente, en el Capitulo 5 se explorara el potencial de las especies de
oro(l) para catalizar la reaccion de hidratacion de ésteres y amidas propargilicas, en
este caso para el disefio de una metodologia en cascada que permita obtener
derivados de nor(pseudo)efedrina de tipo 1,2-diol, 1,2-aminoalcohol o 1,2-diamina
dependiendo del sustrato de partida y de la enzima empleada (ADH o ATA).

42



Bloque |

Desarrollo de procesos multienziméaticos
sobre alcoholes propargilicos






Capitulo 1
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1.1 Desracemizacién: Concepto y tipos

Los procesos de desracemizacion se definen como la transformacion de una
mezcla racémica en Unicamente uno de sus enantiémeros. Sin embargo, existe cierta
controversia acerca de esta definicion. Asi, Faber redefini6 este concepto en 2001
para eliminar posibles ambigiiedades en su formulacion,** explicandolo como
“cualquier proceso en el que un racemato es convertido en un producto no racémico
con un rendimiento maximo tedrico del 100% y sin necesidad de aislar los
intermedios de reaccion”. De esta manera, muy diversos tipos de procesos son
incluidos en esta redefinicion como resoluciones (cinéticas) dinamicas,
estereoinversiones y procesos enantioconvergentes, entre otros.

Esta Tesis Doctoral se centrara en la definicion clasica del término
desracemizacion, es decir, aquella en la que el sustrato de partida es el mismo
compuesto que el producto final (Esquema 13), pasando de ser racémico a
encontrarse en forma enantiopura. Este tipo de reacciones son muy apreciadas desde
un punto de vista sostenible debido a que transcurren con total economia atomica.

Desracemizacion AN

Sg

Un solo enantiomero

Racemato

Esquema 13. Proceso de desracemizacién en el que un racemato (Sa + Sg) Se convierte en
un solo enantiémero de dicho compuesto.

Generalmente para llevar a cabo un proceso de desracemizacién se sigue una
estrategia de estereoinversion,**® siendo posibles dos escenarios en este caso:

- Combinacion de dos reacciones estereoselectivas: Uno de los enantiomeros
del sustrato de partida (Sg) es transformado selectivamente en un intermedio
(), generalmente proquiral, el cual es transformado mediante otra reaccién
estereoselectiva en el enantiémero opuesto (Sa) del compuesto de partida
(Esquema 14, a).

145 K. Faber, Chem. Eur. J. 2001, 7, 5004-5010.
146 C. C. Gruber, 1. Lavandera, K. Faber, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 1789-1805.
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- Combinacién de una reaccion no selectiva y otra estereoselectiva: En esta
aproximacion ambos enantiomeros del sustrato de partida (Sa + Sg) son
transformados mediante una reaccion no selectiva en un intermedio (1),
generalmente proquiral, el cual experimenta una reaccion estereoselectiva
para generar uno de los dos enantiémeros (por ejemplo Sa, Esquema 14, b).

a)

Reaccion enantioselectiva 1 Reaccién enantioselectiva 2
)
‘
!

Sg C

Racemato

b)

Reaccién no selectiva ’ ;o Reaccién enantioselectiva
i ‘
\ ,

Esquema 14. Opciones para el disefio de un proceso de desracemizacion de un racemato
(Sa + Sg) para la obtencion de un Unico enantiémero.

Sg

Racemato

Este tipo de procesos no son exclusivamente biocataliticos ya que han sido
descritos procesos de desracemizacion mediante el uso de dos catalizadores
metalicos,**” combinando procesos metalicos y fotocataliticos,*® o bien mediante
métodos exclusivamente fotocataliticos.*® En lo referente a las estrategias
biocataliticas, generalmente, los compuestos sobre los que més se han estudiado
estas transformaciones han sido alcoholes y aminas primarias. Recientemente han
sido descrito ejemplos de procesos de desracemizacidon sobre otras familias de

compuestos  organicos como  sulfoxidos,*®  tetrahidroquinolinas,®* o a-
hidroxiacidos,'* entre otros.

147 (@) Y. Shimada, Y. Miyake, H. Matsuzawa, Y. Nishibayashi, Chem. Asian J. 2007, 2, 393-396; (b)
G. R. A. Adair, J. M. J. Williams, Chem. Commun. 2007, 2608-2609.

148 7. Zhang, X. Hu, Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 22833-22838.

149 M. Huang, L. Zhang, T. Pan, S. Luo, Science 2022, 375, 869-874.

150 v, Nosek, J. Misek, Angew. Chem. Int. Ed. 2018, 57, 9849-9852.

1515, Ju, M. Qian, J. Li, G. Xu, L. Yang, J. Wu, Green Chem. 2019, 21, 5579-5585.

152y -P. Xue, H. Zheng, X.-L. Jin, Z.-Q. Liu, Y.-G. Zheng, Microb. Cell. Fact. 2016, 15, 162-171.
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En esta Tesis Doctoral se abordard un proceso de desracemizacion de
alcoholes propargilicos mediante una estrategia de oxidacién no selectiva, mediada
por la lacasa de Trametes versicolor, y una segunda etapa de biorreduccion
asimétrica. Asi, se estudiara el comportamiento de diversas ADHs con el fin de
encontrar enzimas complementarias que nos permitan acceder a ambos enantiomeros
de los alcoholes estudiados. Tanto lacasas como ADHs pertenecen al grupo de las
oxidorreductasas, por ello a continuacion se desglosaran las caracteristicas
principales de esta clase y subclases de enzimas.

|.2 Oxidorreductasas

Las oxidorreductasas o enzimas redox (EC 1) son biocatalizadores capaces
de realizar la transferencia de electrones de una sustancia reductora (donadora de
electrones) a otra oxidante (aceptora de electrones). Esta transformacion suele estar
mediada por cofactores, que son moléculas que catalizan las transferencias
electrénicas. Generalmente, suele ser el dinucledtido (fosfato) de adenina y
nicotinamida [NAD(P)], aunque algunas veces también se requiere de la presencia
de otros cofactores como el flavin mononucleétido (FMN), grupos hemo, clisteres
de hierro-azufre, disulfuros o la pirroloquinolina quinona (PQQ).**®

En cuanto a su potencial sintético, esta clase de enzimas catalizan procesos
muy diversos, como pueden ser reacciones de oxidacion de grupos hidroxilo y
amino, reducciones de carbonilos e iminas, epoxidaciones de dobles enlaces,
reacciones del tipo Baeyer-Villiger o reacciones de hidroxilacion, entre otras.*>*

Las enzimas de la clase de las oxidorreductasas se dividen en distintos
grupos en funcion de diversos criterios, siendo el mas extendido aquel que se basa
en la funcién del aceptor electrénico que utilicen (Figura 6). De esta manera destacan
tres clases sobre todas las demas: Deshidrogenasas, oxidasas y oxigenasas.

153 (a) D. Monti, G. Ottolina, G. Carrea, S. Riva, Chem. Rev. 2011, 111, 4111-4140; (b) M. Hall,
Applications of Oxidoreductases in Synthesis: A Roadmap to Access Value-Added Products en
Biocatalysis for Practitioners: Techniques, Reactions and Applications, Wiley-VCH, Weinheim
(Alemania), 2021, cap. 7.

154 (@) M. Hall, A. S. Bommarius, Chem. Rev. 2011, 111, 4088-4110; (b) A. T. Martinez et al.
Biotechnol. Adv. 2017, 35, 815-831.
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Oxidorreductasas
(EC 1)

[ Disulfuro J [ Quinona ] [ Peroxido ]

{ Oxidasas}

Oxigenasas

Monooxigenasas
Dioxigenasas

Deshidrogenasas
ADHs

Figura 6. Clasificacion de las enzimas oxidorreductasas en funcién del aceptor electrénico
que emplean.

Mientras que las deshidrogenasas son capaces de acelerar reacciones redox
reversibles, pudiendo ser empleadas tanto como agentes oxidantes como reductores,
las oxigenasas Yy las oxidasas Unicamente catalizan reacciones cuasi-irreversibles de
oxidacién. Este hecho es debido a que son capaces de facilitar la reduccion del
oxigeno molecular, la cual es altamente exotérmica, actuando en estos procesos
como aceptor ultimo de los electrones, reduciéndose a agua o perdxido de hidrégeno.

En esta Tesis Doctoral se han empleado lacasas y ADHSs, oxidorreductasas
pertenecientes a las subclases de las oxidasas y deshidrogenasas respectivamente.
Por ello a continuacion se mostrara un breve resumen de cada una de estas subclases,
prestando especial atencion a aquellas de un origen concreto y empleadas de manera
amplia en distintos capitulos de esta memoria.

1.2.1 Oxidasas

Las oxidasas son un tipo de oxidorreductasas que, como su propio nombre
indica, catalizan reacciones de oxidacion de distintos sustratos, empleando oxigeno
molecular (O2) como aceptor final de electrones, el cual se reduce a perdxido de
hidrégeno (H:0,) o agua (H:0). Generalmente, no requieren de la presencia de
cofactores externos para realizar su actividad catalitica, y en el caso de algunas
oxidasas dependientes de FMN, este cofactor se encuentra covalentemente unido a
la proteina, por lo que no es necesario realizar su adicion externa.™ En comparacion
con otros tipos de oxidorreductasas, y especialmente si se comparan con las

155 A, J. C. Wahart, J. Staniland, G. J. Miller, S. C. Cosgrove, R. Soc. Open Sci. 2022, 9, 211572.
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deshidrogenasas, las oxidasas no son tan abundantes en la naturaleza.*® Catalizan
preferentemente la reaccion de oxidacion sobre enlaces C-O y C-N, y se han
dividido en funcion del sustrato que son capaces de oxidar. De esta manera se pueden
encontrar las alcohol oxidasas, que catalizan la reaccion de oxidacién de enlaces C—
O como, por ejemplo, en alcoholes alifaticos, las amino oxidasas que oxidan enlaces
C-N en grupos amino, y las aminoécido oxidasas, que son similares a las amino
oxidasas, pero acttan sobre el grupo amino presente en aminoacidos.

1.2.1.1 Lacasas

Las lacasas son un tipo oxidasas dependientes de cobre que catalizan la
reaccion de oxidacién monoelectronica de sustratos activados, por lo general de
aminas aromaticas y fenoles, a expensas de la reduccion de oxigeno molecular a
agua,™® subproducto inocuo que demuestra la sostenibilidad de este tipo de
reacciones. Estas enzimas funcionan con alta eficacia en medios acuosos,
normalmente en condiciones &cidas, sin embargo, la baja solubilidad de muchos
sustratos en estos medios hace que, con fines précticos, se necesite de la presencia
de cosolventes organicos miscibles con el agua.

Las lacasas se pueden encontrar en hongos, bacterias, plantas e insectos,™’
y presentan propiedades y caracteristicas distintas en funcion del organismo del que
proceden. De esta manera puede variar tanto el intervalo éptimo de temperatura
como de pH en el que son activas, y aunque su funcién natural es diferente segun el
organismo del que provengan, en todos ellos son capaces de catalizar procesos de
polimerizacién y despolimerizacién.

En lo referente a su empleo a gran escala, este tipo de oxidasas han sido
ampliamente utilizadas para reducir los costes energéticos y la contaminacion dentro
de la industria:*®®

- Textil: En la destruccion de tintes y otros contaminantes.
- Papelera: Separacion y degradacion de la lignina presente en la madera.

156 (a) M. Mogharabi, M. A. Faramarzi, Adv. Synth. Catal. 2014, 356, 897-927; (b) S. Riva, Trends
Biotechnol. 2006, 24, 219-226; (c) M. D. Cannatelli, J. Ragauskas, Chem. Rec. 2017, 17, 122-140.

157 (@) H. Forootanfar, M. A. Faramarzi, Biotechnol. Prog. 2015, 31, 1443-1463; (b) L. Arregui et al.
Microb. Cell Fact. 2019, 18, 200-233.

158 (@) A. K. Siartz, J. D. Mikkelsen, A. S. Meyer, Crit. Rev. Biotechnol. 2016, 36, 70-86; (b) D. Singh,
N. Gupta, Biologia 2020, 75, 1183-1193.
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- Alimentaria: Eliminacién de compuestos fendlicos no deseados en los
alimentos, y reduccion de la cantidad de oxigeno en estos, aumentando asi
su vida util.

El mecanismo redox de acciéon de las lacasas tiene lugar gracias a la
presencia de un cluster de cuatro &tomos de cobre ubicado en el centro activo (Figura
7).19 Estos cuatro atomos de cobre(ll) han sido clasificados en tres tipos distintos
(tipo I, tipo 11 y tipo 111) dependiendo de las sefiales de resonancia paramagnética
electronica (Electron Paramagnetic Resonance, EPR) que presentan.

His,sz,

o
7

Hisyo¢

Hisqq4

OH, .

Hiszgs ~ /Cys453
Cu

Hiszgg Hisg, Hisysg

Hisgss ,

c
|
|
|
i
Cu_ ! OH
|
|
I
|
i
c ™

T2 “Cu

Hiss/ \

6 His o9
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Figura 7. Modelo del clUster de cuatro &tomos de cobre en la lacasa de Trametes versicolor.
T1= &tomo de cobre de tipo I, T2= tomo de cobre de tipo Il, T3= atomos de cobre de tipo
I.

El 4&tomo de cobre de Tipo | se encuentra ecuatorialmente coordinado a dos
residuos de histidina y a uno de cisteina, presentando una fuerte resonancia
paramagnética electrénica y una intensa absorcion a 610 nm debida a la transferencia
de carga que recibe el cobre por parte del atomo de azufre de la cisteina a la que se
encuentra coordinado. De hecho, esta transferencia electronica es la responsable del
color azulado caracteristico que presentan este tipo de enzimas, lo que hace que se
las conozca también como blue copper oxidases. Por otro lado, es en este atomo de
cobre en el que se produce la oxidacion del sustrato ya que es el que presenta un
mayor potencial redox.

159 (@) H. Claus, Micron. 2004, 35, 93-96; (b) M. Valles, A. F. Kamaruddin, L. S. Wong, C. F. Blanford,
Catal. Sci. Technol. 2020, 10, 5386-5410.
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A diferencia del &tomo de cobre de Tipo |, el de Tipo Il no presenta absorcion
en el espectro visible, pero si posee propiedades paramagnéticas observadas en la
EPR. Este tipo de cobre se encuentra coordinado a dos residuos de histidina y a una
molécula de agua. Finalmente, los &tomos equivalentes de cobre que constituyen el
Tipo Il se encuentran coordinados entre si a través de un grupo hidroxilo puente, y
a tres histidinas cada uno de ellos. En este caso, no presentan sefiales en la EPR y
registran absorcion electrénica a 330 nm.

En el clister de cuatro atomos de cobre ocurren cuatro oxidaciones
monoelectronicas de cuatro moléculas de sustrato (Figura 8). El electron abstraido
reduce el atomo de cobre(ll) de Tipo I, siendo posteriormente transferido a la unidad
conformada por los atomos de cobre(ll) de Tipo Il y I, produciéndose por ultimo
la reduccion de una molécula de oxigeno generando dos moléculas de agua, lo que
regenera el estado de oxidacién inicial de los atomos de cobre. Durante este tipo de
procesos monoelectrénicos se produce la generacion de radicales, los cuales se
forman en el sustrato oxidado, y puesto que son muy reactivos, pueden dar lugar a
reacciones de dimerizacidn, trimerizacion o incluso de polimerizacion, asi como a
degradaciones de compuestos poliméricos y rupturas de anillos aromaticos.

4 Sustrato 4 Sustrato

cu' cu'

cu' cu' cu' cu'
Lacasa

cu' cu'

Cluster de Cu Cluster de Cu
completamente oxidado completamente reducido
2 H,0 0,

Figura 8. Representacion esquematica del ciclo catalitico de las lacasas en el que se generan
dos moléculas de agua y cuatro radicales del sustrato oxidado por cada molécula de oxigeno
reducida.
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1.2.1.2 Lacasa de Trametes versicolor

De la gran variedad de lacasas descritas, en esta Tesis Doctoral se ha
empleado la lacasa de Trametes versicolor (LTv, Figura 9). Esta oxidasa proviene
de un hongo que presenta una gran capacidad para degradar la madera. Su estructura
cristalina fue descrita en 2002,'*° y se trata de una glicoproteina mondémerica con
una masa molecular de 70 kDa.

~/ !

AL
75 A

Figura 9. Estructura cristalina de la lacasa de Trametes versicolor (LTv). Tomada del
Protein Data Bank, estructura 1GYC, https://www.rcsb.org/3d-view/jsmol/1GYC/1.

Como se ha comentado en la seccion anterior, las propiedades y
caracteristicas de cada lacasa dependen del organismo del que provengan. Asi, la
lacasa de Trametes versicolor presenta una actividad dptima en un intervalo de pH
comprendido entre 4.5y 6.0, y una temperatura de 25-35 °C. ¢

1.2.1.3 Sistemas Lacasa-Mediador (LMS, laccase-mediator systems)

Los sustratos naturales de las lacasas son los fenoles con un potencial redox
comprendido entre 0.5y 1.0 voltios, por lo que pueden ser oxidados directamente

160 (@) K. Piontek, M. Antorini, T. Choinowski, J. Biol. Chem. 2002, 277, 37663-37669; (b) T. Bertrand,
C. Jolivalt, P. Briozzo, E. Caminade, N. Joly, C. Madzak, C. Mougin, Biochemistry 2002, 41, 7325-
7333.

161 S Kurniawati, J. A. Nicell, Bioresour. Technol. 2008, 99, 7825-7834.
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por el a&tomo de cobre Tipo | perteneciente al cluster del centro activo (Figura 10, a).
Sin embargo, sustratos que presenten potenciales redox mas elevados, o0 que no sean
capaces de difundir de manera correcta hacia el centro activo de estas enzimas, no
serén oxidados por la lacasa. Para solventar esta limitacién se ha empleado una
estrategia consistente en emplear un compuesto intermedio, el cual es reconocido y
transformado por la lacasa, siendo este quien finalmente oxide al compuesto
deseado. De esta manera se ha logrado aumentar el potencial sintético de las lacasas
al aumentar el nimero y, en especial, el tipo de sustratos que son capaces de
oxidar.'®*1%2 Estas moléculas intermedias se denominan mediadores, y cuando son
combinados con este tipo de enzimas, el conjunto es conocido como sistema lacasa-
mediador (Laccase-Mediator System, LMS, Figura 10, b).1¢®

a)

H,O { Lacasa ox] [ Sustrato gq ]

0, { Lacasa ,ed] [ Sustrato oy J

H

H,0 { Lacasa OX] [ Mediador ¢4 J [ Sustrato 4 J

)

2 { Lacasa red] [ Mediador oy ] [ Sustrato ¢4 J

Figura 10. Oxidaciones empleando lacasas de: a) sustratos activados en ausencia de
mediador; y b) sustratos no activados en presencia de un mediador quimico.

A la hora de disefiar un LMS es necesario emplear un mediador adecuado
que cumpla una serie de requisitos:'®*

- Ser un buen sustrato para la lacasa empleada.

- Poseer un elevado potencial redox para oxidar las moléculas de interés.

162 T, Kudanga, B. Nemadziva, M. Le Roes-Hill, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2017, 101, 13-33.

163 A |. Cafias, S. Camarero, Biotechnol. Adv. 2010, 28, 694-705.

164 p_Giardina, V. Faraco, C. Pezzella, A. Piscitelli, S. Vanhulle, G. Sannia, Cell. Mol. Life Sci. 2010,
67, 369-385.
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- Ser barato y facilmente accesible.

A su vez, los mediadores pueden dividirse en tres grupos segin su
mecanismo de accion: Mediadores de transferencia de un &omo de hidrégeno
(Hydrogen Atom Transfer, HAT), de transferencia electronica (Electron Transfer,
ET), y el grupo formado por los radicales nitroxilo, cuyo mecanismo es distinto de
los anteriores.*®1% Asi, el primer mediador descrito en el afio 1990 fue el 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolidina)-6-sulféonico (ABTS), perteneciente al grupo de los
mediadores por transferencia electronica.'®®

Por otro lado, los mediadores que disponen de un grupo N-OH siguen un
mecanismo de transferencia de un atomo de hidrégeno, generando en el medio de
reaccion radicales de tipo nitroxilo (N-O").**" Los mediadores derivados de
nitréxidos de dialquilo son los mas efectivos para catalizar un gran nimero de
transformaciones quimicas, ya que son radicales muy estables.*®® En la Figura 11 se
muestra la estructura de varios mediadores frecuentemente utilizados, todos ellos
con una estructura derivada del radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oxilo
(TEMPO).*®

—
N A\ /OH
o, ,N\ S N\
B s N= o]
HO™ N
_
ABTS
o
>(Nj< >¢< EJ @N
) | N ~0°
o % ko) °
TEMPO 4-0x0-TEMPO AZADO ABNO

Figura 11. Estructura del ABTS y nitréxidos de dialquilo empleados como mediadores.

165 J.-R. Jeon, Y.-S. Chang, Trends Biotechnol. 2013, 31, 335-341.

166 R. Bourbonnais, M. G. Paice, FEBS Lett. 1990, 267, 99-102.

167 R. A. Sheldon, 1. W. C. E. Arends, J. Mol. Catal. A: Chem. 2006, 251, 200-214.

168 4 p. Call, H. P. I. Mucke, J. Biotechnol. 1997, 53, 163-202.

169 (@) J. E. Nutting, M. Rafiee, S. S. Stahl, Chem. Rev. 2018, 118, 4834-4885; (b) S. Nagasawa, Y.
Sasano, Y. lwabuchi, Heterocycles 2022, 105, 61-114.
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El mecanismo de reaccion que sigue el sistema lacasa/ TEMPO se detalla en
la Esquema 15 y es considerado un mecanismo iénico. En primer lugar, la lacasa
oxida el mediador gracias a la reduccion del oxigeno molecular, de esta manera se
genera un cation oxoamonio, que es el encargado de catalizar la oxidacion del
sustrato de interés.’’® En una segunda etapa tiene lugar el ataque nucledfilo del
alcohol al ion oxoamonio, formando un aducto. Posteriormente, ocurre la
desprotonacion intermolecularmente en posicion a al enlace N-O generado debido
a la presencia de una base externa, generandose el compuesto carbonilico deseado y
la forma reducida del TEMPO (TEMPO-H). Finalmente, en la cuarta etapa, se
produce la comproporcionacién entre esta forma reducida del TEMPO y una
molécula del ion oxoamonio, regenerando la especie catalitica (TEMPO),
completandose asi el ciclo.

R"" "R?

2° Paso

2 Cu(l)
27 7(N?< M
\c\) | (0] R1

OH R2 Aducto
ion oxoamonio

1°" Paso e Paso
4° Paso
O
2 / N \ YR 4+
OH R?

-H

Lacasa gy

2 Cu(ll)

H+
Hidroxilamina

Esquema 15. Mecanismo de oxidacidn de un alcohol secundario empleando el sistema
lacasa/TEMPO.

1.2.2 Alcohol deshidrogenasas (ADHSs)

170 (@) 1. W. C. E. Arends, Y.-X. Li, R. Ausan, R. A. Sheldon, Tetrahedron 2006, 6659-6665; (b) S. A.
Tromp, |. Matijosyté, R. A. Sheldon, I. W. C. E. Arends, G. Mul, M. T. Kreutzer, J. A. Moulijn, S. de
Vries, ChemCatChem 2010, 2, 827-833.
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Las ADHSs, también conocidas como carbonil reductasas o cetorreductasas
(ketoreductases, KREDs),**'"* son las enzimas mas empleadas de la familia de las
oxidorreductasas. Catalizan la reaccion de reduccion de cetonas o aldehidos a sus
correspondientes alcoholes, asi como el proceso reversible de oxidacién
dependiendo de las condiciones de reaccion.'’”> Para desempefiar su actividad
catalitica las ADHs requieren la presencia de un cofactor de nicotinamida, el cual
actlia como fuente o aceptor de hidruro. Este cofactor puede ser tanto el dinucleétido
de nicotinamida y adenina (NADH), como el dinucledtido fosfato de nicotinamida y
adenina (NADPH) en sus formas reducidas (Figura 12).

(0] HH O

NN, T N
+ 2
} N B} N
i 0 I~
0=P-0 H1 0=P-0
| OH OH + | OH OH
S NH: T g S NH,
N N
| 1) | ¢ 1N
0=P-0 N N/) 0=P-0 N N/)
o o o o
OH OX OH OX

NADH/NAD* X= H
NADPH/NADP* X= POz

Figura 12. Estructura de los cofactores NAD (X= H) y NADP (X= PO3%) en su forma
oxidada (izquierda) y reducida (derecha).

1.2.2.1 Sistemas de regeneracion del cofactor

Este tipo de cofactores pirimidinicos requeridos por las ADHs son
relativamente inestables y caros, por lo que su empleo en cantidades
estequiométricas no es viable con fines practicos. Asi pues, se han desarrollado
diferentes estrategias para producir in situ la regeneracion de estos cofactores,
haciendo posible su empleo en cantidades cataliticas.'”® De entre todas ellas se

171 (@) H. Groger, W. Hummel, S. Borchert, M. Krauper, Reduction of Ketones and Aldehydes to
Alcohols en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Grdger, O. May, 3% Ed. Wiley-
VCH, Weinheim (Alemania), 2012, cap. 26; (b) J. An, Y. Nie, Y. Xu, Crit. Rev. Biotechnol. 2019, 39,
366-379.

172 (a) W. Kroutil, H. Mang, K. Edegger, K. Faber, Curr. Opin. Chem. Biol. 2004, 8, 120-126; (b) N. J.
Turner, L. Humphreys, Biocatalysis in Organic Synthesis: The Retrosynthesis Approach, Royal Society
of Chemistry, Cambridge (Reino Unido), 2018.

173 H. Wu, C. Tian, X. Song, C. Liu, D. Yang, Z. Jiang, Green Chem. 2013, 15, 1773-1789.
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pueden distinguir métodos electroquimicos, fotoquimicos o de catalisis metalica."*

Sin embargo, los més populares son los métodos enzimaticos,'?**"® ya sean
acoplando un cosustrato (Esquema 16, a) u otra enzima (Esquema 16, b).

- Método del sustrato acoplado: Es el sistema de regeneracion del cofactor
mas simple donde un cosustrato reacciona mediante un proceso redox
contrario al de la reaccién principal, siendo ambas transformaciones
catalizadas por la misma enzima. Lo mas usual es emplear 2-propanol o
etanol como cosustrato reducido, compuestos facilmente accesibles y que
experimentan su oxidacién generando, respectivamente, acetona o0
acetaldehido que a su vez son facilmente eliminables del medio de reaccidn.
Sin embargo, el principal inconveniente de esta estrategia es la posible
pérdida de la eficacia de la enzima debido a que su actividad tiene que
dividirse en dos reacciones, la principal y la asociada al reciclaje del
cofactor. Ademas, el empleo de elevadas concentraciones del sustrato
auxiliar para desplazar el equilibrio de reaccion en la direccidn deseada hace
que el proceso presente una pobre eficiencia atomica, pudiendo inactivar al
biocatalizador. Por ello, se han desarrollado los denominados cosustratos
inteligentes (smart cosubstrates), los cuales se emplean en cantidades
practicamente equimolares, y son capaces de desplazar el equilibrio de la
reaccion principal al formar especies muy estables de manera irreversible a
través de una transformacion secundaria.’

- Meétodo de la enzima acoplada: En este caso la regeneracién del cofactor se
produce gracias a la intervencion de una segunda enzima auxiliar que es
capaz de transformar un cosustrato especifico. Dicha reaccidn enzimatica
auxiliar transcurre de manera independiente a la biotransformacion
principal. Los ejemplos mas comunes se basan en el empleo de una formiato

174y, Cheng, Y. Wu, Z. Jiang, Y. Sun, Q. Huo, W. Li, Y. Zhao, J. Shi, Non-conventional Cofactor
Regeneration Systems en Biocatalysis for Practitioners: Techniques, Reactions and Applications,
Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2021, cap. 10.

175 K. Goldberg, K. Schroer, S. Lutz, A. Liese, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2007, 76, 237-248.

176 (a) S. Kara, J. H. Schrittwieser, F. Hollmann, M. B. Ansorge-Schumacher, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2014, 98, 1517-1529; (b) R. Zuhse, C. Leggewie, F. Hollmann, S. Kara, Org. Process Res.
Dev. 2015, 19, 369-372; (c) A. Bornadel, R. Hatti-Kaul, F. Hollmann, S. Kara, ChemCatChem 2015,
7,2442-2445; (d) L. Martinez-Montero, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, I. Lavandera, Adv. Synth. Catal.
2016, 358, 1618-1624; (e) S. N. Chanquia, L. Huang, G. G. Lifares, P. Dominguez de Maria, S. Kara,
Catalysts 2020, 10, 1013.
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deshidrogenasa (FDH) o una glucosa deshidrogenasa (GDH),
transformando, mediante reacciones cuasi-irreversibles, el formiato en
dioxido de carbono y la glucosa en glucono-1,5-lactona, que a su vez se
hidroliza espontaneamente en el medio acuoso a acido glucdnico.

a)

(0] OH
Enzima 1 J\O
NAD(P)H NAD(P)*
Co-producto \ Co-sustrato
Enzima 1
b)
(0] OH
JLO Enzima 1
NAD(P)H NAD(P)*
Co-producto \ Co-sustrato
Enzima 2

Esquema 16. Métodos de regeneracion del cofactor utilizando el método del: a) sustrato
acoplado; y b) enzima acoplada.

1.2.2.2 Selectividad de las ADHs

Una de las caracteristicas méas destacables de las ADHs es la
estereoselectividad que son capaces de inducir en las reacciones en las que
intervienen.!’” En este contexto, las ADHs catalizan la transferencia de un hidruro,
proveniente de la forma reducida del cofactor pirimidinico, al carbonilo proquiral
por una de sus caras, generando un alcohol secundario 6pticamente activo (Esquema
17). Ademas, en procesos de oxidacion de alcoholes racémicos son capaces de
abstraer el hidruro en posicion o al grupo hidroxilo, pudiendo distinguir uno de los
dos enantiomeros de la mezcla racémica.

177 (@) M. M. Musa, R. S. Phillips, Catal. Sci. Technol. 2011, 1, 1311-1323; (b) D. Romano, R. Villa,
F. Molinari, ChemCatChem 2012, 4, 739-749.
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OH

/LG) anti-Prelog ADH
P

Prelog ADH /\@
P

ADPR
Esquema 17. Reduccidn estereoselectiva de una cetona proquiral siendo P el sustituyente
pequefio y G el sustituyente grande.

La selectividad mostrada por las ADHs sigue, generalmente, la “regla de
Prelog”, propuesta en el afio 1964 por el propio Vladimir Prelog.'”® De esta manera,
ADHs que catalicen la transferencia del hidruro a través de la cara Re de una cetona
proquiral son consideradas de tipo “Prelog”, mientras que si lo hacen por la cara Si
se denominan “anti-Prelog”. La mayoria de ADHs encontradas en la naturaleza
siguen una selectividad de tipo “Prelog”, destacando los esfuerzos en afos recientes
para la creacion de ADHs “anti-Prelog” gracias a los avances en técnicas de biologia
molecular.*™

1.2.2.3 Tipos de ADHs

Las ADHs han sido clasificadas en tres grupos distintos en funcién de la
longitud de su cadena de aminoacidos, estas son, las ADHs de cadena larga, las
cuales presentan entre 600 y 750 aminoacidos, ADHSs de cadena media, en torno a
350, mientras que las ADHs de cadena corta estan constituidas por aproximadamente
250 unidades. Normalmente las de cadena media y corta son las mas empleadas en
procesos sintéticos y sus mecanismos de reaccién han sido profundamente
estudiados.*®

- ADHs de cadena media: La gran mayoria son enzimas dependientes de Zn?*
y estan formadas por dos dominios. En uno de ellos se produce la unién de

178 /. Prelog, Pure Appl. Chem. 1964, 9, 119-130.

179 (a) C. M. Nealon, M. M. Musa, J. M. Patel, R. S. Phillips, ACS Catal. 2015, 5, 2100-2114; (b) M.
M. Musa, ChemistryOpen 2022, e202100251.

180 p_ A Frey, A. D. Hegeman, Enzymatic Reaction Mechanisms, Oxford University Press, Nueva York
(EE UU), 2007.
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la enzima con el cofactor y en el otro se une el sustrato, siendo este Ultimo
dominio en el que se encuentra el centro activo de la enzima'y el cation Zn®".
Este atomo se encuentra tetracoordinado a dos residuos de cisteina, a uno de
histidina y a una molécula de agua.’®* Existen dos hipdtesis mediante las
cuales esta especie tetracoordinada puede evolucionar; en una de ellas la
molécula de agua es desplazada por el grupo hidroxilo del alcohol (en
reacciones de oxidacion) o por el carbonilo (en reacciones de reduccion)
(Figura 13, a); en la segunda opcién se postula la formacion de una especie
pentacoordinada de zinc (Figura 13, b). Generalmente la hip6tesis basada en
el desplazamiento de la molécula de agua es la mas aceptada.

Figura 13. Coordinacion del cation Zn?* en las ADHs de cadena media a través de: a) la
sustitucion de la molécula de agua; o b) la formacion de una especie pentacoordinada de
Zn.

El mecanismo para este tipo de ADHSs, en reacciones de reduccién, comienza
con el desplazamiento de la molécula de agua unida al Zn?* del centro activo
por parte del grupo carbonilo que se va a reducir. De esta manera se produce
la activacion del carbonilo por parte del cation Zn?*, que actdia como un &cido
de Lewis. Posteriormente se lleva a cabo la transferencia del hidruro desde
el cofactor reducido [NAD(P)*] al carbono carbonilico, reduciéndolo y
formando un alcéxido que se encuentra unido al atomo de zinc. A
continuacion, ocurre el desplazamiento de dicho grupo por parte de una
molécula de agua, y su protonacion, ya sea gracias a otra molécula de agua
0 a un aminoacido con caracter acido presente en el centro activo de la
enzima, generandose de esta manera el alcohol deseado de manera
enantioenriquecida (Esquema 18).

181 R, Crichton, Zinc-Lewis Acid and Gene Regulator en Biological Inorganic Chemistry: A New
Introduction to Molecular Structure and Function, Amsterdam (Paises Bajos), 2019, cap. 12.
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Esquema 18. Mecanismo de reduccion de una cetona proquiral catalizada por una ADH de
cadena media dependiente de Zn?* y con selectividad de tipo “Prelog”.

- ADHs de cadena corta: Este tipo de enzimas no son dependientes de Zn ni
de otros metales, aunque suelen presentar cationes Mg?* en su estructura, que
estabilizan a estas proteinas frente a temperaturas elevadas y a cosolventes
organicos. Se ha demostrado que al privar a la enzima de estos cationes se
produce la inactivacion de la misma, aunque su estructura cuaternaria
permanezca practicamente inalterada.®? Es por ello que en este tipo de
transformaciones la adicion externa de cloruro de magnesio al medio de
reaccion sea recomendable. Desde un punto de vista mecanistico, destaca la
accion de un residuo de tirosina para activar al sustrato. Dicho aminoacido
debe encontrarse en su forma ionizada para abstraer el proton del alcohol
gue se oxida, o bien en su forma neutra para catalizar la reaccion de

182 N. H. Schlieben, K. Niefind. J. Miller, B. Riebel, W. Hummel, D. Schomburg, J. Mol. Biol. 2005,
349, 801-813.
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reduccién, ya la que la tirosina cede un proton al alcdxido generado en la
transformacion (Esquema 19).

HoN ‘ A HaN |
Nig N
R R

Esquema 19. Participacion de un residuo de tirosina en el mecanismo de accion de una
ADH de cadena corta.

1.2.2.4 ADHs en sintesis organica

Las ADHs han sido ampliamente empleadas en sintesis organica debido a su
elevada estereoselectividad, tanto para catalizar reacciones de oxidacion de
alcoholes como de reduccion de grupos carbonilo bajo condiciones suaves de
reaccion.'®® Asi, el empleo de ADHSs supone una alternativa sostenible a la reaccion
de hidrogenacion asimétrica de Noyori,® en la que normalmente se emplean
elevadas presiones de hidrogeno y catalizadores de rutenio, si bien es cierto que en
los Ultimos afios se han desarrollado métodos basados en presencia de una base y/o
un &cido en el medio de reaccidn, para llevar a cabo la reaccion de hidrogenacion en
ausencia de una fuente externa de hidrégeno.*®®

Un ejemplo de la aplicacion de ADHSs en sintesis organica a gran escala es
la sintesis del precursor del Montelukast, un farmaco desarrollado por Merck para el
tratamiento de los sintomas del asma y alergias.'®® En este trabajo se describe la
reduccion asimétrica de una cetona estéricamente impedida empleando una ADH
evolucionada por métodos de ingenieria de proteinas. De esta manera se obtuvo el
alcohol intermedio enantiopuro (>99% ee) mostrado en el Esquema 20, con un
rendimiento del 98% Yy a una escala preparativa de 230 kg.

183 (@) Z. Li, H. Yang, J. Liu, Z. Huang, F. Chen, Chem. Rec. 2021, 21, 1611-1630; (b) A. S. de Miranda,
C. D. F. Milagre, F. Hollmann, Front. Catal. 2022, 2, 900554.

184 R. Noyori, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2008-2022.

185 p_A. Dub, J. C. Gordon, Nat. Rev. Chem. 2018, 2, 396-408.

186 ], Liang et al. Org. Process Res. Dev. 2010, 14, 193-198.
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O X o) CO,Me O A OH CO,Me
KRED CDX-036
Cl N - cClI N
98% rendimiento
>99% ee
230 kg

Montelukast
Esquema 20. Sintesis de un precursor del Montelukast empleando una ADH.

Otro ejemplo interesante que demuestra el potencial de este tipo de enzimas
es la sintesis quimioenzimatica del candidato a farmaco MK-7145, también
desarrollado por la empresa Merck, el cual se emplea en el tratamiento de la
hipertension y la insuficiencia cardiaca.®’ La etapa clave de la ruta sintética de siete
etapas consiste en la biorreduccidn de una a-bromocetona intermedia catalizada por
una ADH comercializada por Codexis, la cual da lugar a la correspondiente
bromohidrina en forma enantiopura y que cicla intramoleculamente en presencia de
carbonato de potasio (Esquema 21). Esta reaccion enzimaética fue llevada a cabo a
una escala de 97 kg de la cetona de partida, obteniéndose el producto deseado con
un rendimiento del 82% y con excelente estereoselectividad.

o]

o] o
o
1. KRED MIF-20 H@ N om
0 2. K,CO4 o NH H 0
B —— > . on LN
o 82% rendimiento ‘0 o}

99.85% ee

o
97 kg MK-7145

Esquema 21. Sintesis de un intermedio del candidato a farmaco MK-7145 empleando una
ADH.

187 R, T. Ruck, Q. Chen, N. Rivera, J. Kong, I. K. Mangion, L. Tan, F. J. Fleitz, Org. Process Res. Dev.
2021, 25, 405-410.
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Los alcoholes propargilicos constituyen una familia de compuestos muy
Gtiles y recurrentemente empleados en sintesis organica debido a la presencia de dos
grupos funcionales muy versatiles en su estructura, como son el alcohol y el triple
enlace del alquino. Este tipo de compuestos han sido empleados como precursores,
entre otros, de derivados heterociclicos®® o aromaticos,'®® algunos de ellos con
interesantes propiedades antitumorales.®® Especialmente destaca su papel como
sustratos de partida en el campo de la catélisis metalica para realizar distintos tipos
de transformaciones.’ Entre todas las reacciones que pueden experimentar los
alcoholes propargilicos, este primer capitulo abordara su proceso de oxidacién asi
como la reduccion asimétrica de las correspondientes cetonas propargilicas (también
llamadas inonas o alquinonas), por lo que a continuacion se mostraran algunos
antecedentes bibliograficos de este tipo de transformaciones.

1.3 Oxidacion de alcoholes propargilicos

La reaccién de oxidacion de los alcoholes propargilicos es un proceso
delicado por la presencia del triple enlace, pudiendo ocurrir la formacion de diversos
subproductos a través de reacciones competitivas indeseadas. Por ello, para abordar
esta transformacidn, es necesario disefiar metodologias altamente selectivas bajo
condiciones suaves de reaccion.

188 J-C. Tseng, J.-H. Chen, T.-Y. Luh, Synlett 2006, 1209-1212.

189 X, Zhang, S. Sarkar, R. C. Larock, J. Org. Chem. 2006, 71, 236-243.

190 (@) N. G. Kundu, J. S. Mahanty, C. P. Spears, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 6, 1497-1502; (b) R.
M. Adlington, J. E. Baldwin, G. J. Pritchard, K. C. Spencer, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 575-578.

191 (@) H. Qian, D. Huang, Y. Bi, G. Yan, Adv. Synth Catal. 2019, 361, 3240-3280; (b) G. R. Kumar,
M. Rajesh, S. Lin, S. Liu, Adv. Synth. Catal. 2020, 362, 5238-5256; (c) S. Du, A.-X. Zhou, R. Yang,
X.-R. Song, Q. Xiao, Org. Chem. Front. 2021, 8, 6760-6782.
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1.3.1 Oxidacion de alcoholes propargilicos mediante métodos no enzimaticos

En cuanto a la oxidacién de este tipo de compuestos empleando
catalizadores metalicos destacan aquellos basados en vanadio,'*? cobalto,*** cobre,'**
y rutenio.’® También destaca la combinacion de catalizadores de hierro,
generalmente de Fe(l11), con el agente radicalario TEMPO o sus derivados.*®® Un
ejemplo reciente es el trabajo descrito por Ma y colaboradores,™’ en el que se emplea
nitrato de hierro(lll) y 4-hidroxi-TEMPO (4-OH-TEMPOQO) en presencia de
cantidades subestequiométricas de cloruro de sodio a temperatura ambiente
(Esquema 22), donde el uso del 4-OH-TEMPO, en detrimento del TEMPO, supone
una gran ventaja desde el punto de vista econémico en la aplicacién industrial del
proceso. Este proceso oxidativo ha sido llevado a cabo con éxito para la sintesis de
1-fenilprop-2-in-1-ona (85%), entre otras alquinonas.

Fe(NO3)3'9H,0 (5 mol%)

oH 4-OH-TEMPO (5 mol%) o)
/\ NaCl (5 mol%) )\
Ph” Ph"
N H DCE, aire N H
25°C, 4 h

85% rdto.

Esquema 22. Oxidacién de un alcohol propargilico empleando un catalizador de Fe(lll) y
4-OH-TEMPO.

Adicionalmente al empleo de catalizadores metélicos, también se han
descrito otros métodos cataliticos para llevar a cabo la oxidacion de alcoholes
propargilicos utilizando, por ejemplo, derivados de ABNO como el N-oxyl 3-(tert-
butoxicarbonilamino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonano (3-BocNH-ABN), nitrito de sodio
como cocatalizador y acido acético como disolvente en condiciones aerdbicas,'®® asi

192 () Y. Maeda, N. Kakiuchi, S. Matsumura, T. Nishimura, T. Kawamura, S. Uemura, J. Org. Chem.
2002, 67, 6718-6724; (b) A. T. Radosevich, C. Musich, F. D. Toste, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 1090-
1091; (c) S. K. Hanson, R. Wu, L. A. P. Silks, Org. Lett. 2011, 13, 1908-1911.

198 (@) V. B. Sharma, S. L. Jain, B. Sain, Tetrahedron Lett. 2003, 44, 383-386; (b) G. Blay, L. Cardona,
I. Ferndndez, J. R. Pedro, Synthesis 2007, 3329-3332.

194 (a) K. C. Weerasiri, A. E. V. Gorden, Eur. J. Org. Chem. 2013, 1546-1550; (b) W. Lv, J. Tian, N.
Deng, Y. Wang, X. Zhu, X. Yao, Tetrahedron Lett. 2015, 56, 1312-1316.

195 (a) K. Masutani, T. Uchida, R. Irie, T. Katsuki, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 5119-5123; (b) M. R.
Patil, A. R. Kapdi, A. V. Kumar, ACS Sustain. Chem. Eng. 2018, 6, 3264-3278.

19 (a) S. Ma et al. Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 1005-1017; (b) J. Liu, X. Xie, S. Ma, Synthesis 2012,
44, 1569-1576; (c) D. Zhai, L. Chen, M. Jia, S. Ma, Adv. Synth. Catal. 2017, 360, 153-160; (d) J. E.
Nutting, K. Mao, S. S. Stahl, J. Am. Chem. Soc. 2021, 143, 10565-10570.

197 X. Jiang, J. Liu, S. Ma, Org. Process Rev. Dev. 2019, 23, 825-835.

198y Zhao, Y. Li, Z. Shen, X. Hu, B. Hu, L. Jin, N. Sun, M. Li, Tetrahedron Lett. 2019, 60, 150994,
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como métodos fotoquimicos basados en el empleo de 2-bromoantraquinona como
fotocatalizador.*®

Ademas de los métodos cataliticos previamente expuestos, también se han
descrito métodos de oxidacion selectivos usando reactivos en cantidades
estequiométricas, como el 6xido de manganeso,?® el periodinano de Dess-Martin,?**
0 compuestos derivados de cromo como el PCC.?? Sin embargo, la gran mayoria de
estos procesos oxidativos, tanto cataliticos como estequiométricos, requieren del
empleo de disolventes organicos, temperaturas elevadas o la presencia de aditivos o
catalizadores metalicos que pueden inhibir posteriores etapas biocataliticas para
desarrollar, por ejemplo, desracemizaciones.

1.3.2 Oxidacion de alcoholes propargilicos mediante métodos
(quimio)enzimaticos

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado ampliamente la oxidacién de
alcoholes activados, por ejemplo, en posiciones bencilicas y alilicas, utilizando el
sistema lacasa de Trametes versicolor/TEMPO.2®® Sin embargo, la oxidacion de
alcoholes propargilicos mediante métodos enzimaticos no habia sido explorada hasta
la fecha por nuestra parte. Este proceso no tiene muchos precedentes en la
bibliografia, destacando un primer ejemplo descrito por Riva y colaboradores en el
gue se empled el sistema lacasa/TEMPO para producir la oxidacién de un alcohol
propargilico en la sintesis del alcaloide (+)-aloperina, obteniéndose la cetona
deseada con un 95% de rendimiento aislado mediante el uso de 10 U de la lacasa de

199 S, Liao, J. Liu, L. Yan, Q. Liu, G. Chen, L. Ma, RSC Adv. 2020, 10, 37014-37022.

200y, Aida, Y. Shibata, K. Tanaka, J. Org. Chem. 2018, 83, 2617-2626.

201 (a) Y. Dai, F. Ma, Y. Shen, T. Xie, S. Gao, Org. Lett. 2018, 20, 2872-2875; (b) M. Satoh, Y. Shibata,
K. Tanaka, Chem. Eur. J. 2018, 24, 5434-5438.

202 (@) R. S. Menon, M. G. Banwell, Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 5483-5485; (b) Y. Suganuma, S.
Tanabe, Y. Sugihara, Y. Kobayashi, Tetrahedron 2018, 74, 1151-1159; (c) F. Romanov-Michailidis,
B. D. Ravetz, D. W. Paley, T. Rovis, J. Am. Chem. Soc. 2018, 140, 5370-5374.

203 (a) K. Kedziora, A. Diaz-Rodriguez, I. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Green Chem.
2014, 16, 2448-2453; (b) L. Martinez-Montero, V. Gotor, V. Gotor-Ferndndez, |. Lavandera, Green
Chem. 2017, 19, 474-480; (c) L. Martinez-Montero, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, I. Lavandera, ACS
Catal. 2018, 8, 2413-2419; (d) J. Albarran-Velo, I. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, ChemBioChem
2020, 21, 200-211.
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Trametes pubescens y un 30 mol% de TEMPO en medio acuoso pero con un alto
porcentaje (50% v/v) de AcOEt como cosolvente (Esquema 23).%%

Lacasa de Trametes pubescens (80 U)

OH o
(30 mol%)
N X N X
Boc TMS Boc T™MS

Disolucién tampon acetato de sodio pH 4-5
AcOEt (50% v/v)
0.2 mmol 4 h 95% rdto.
’ ‘ 4 etapas

(+)-aloperina

Esquema 23. Primera reaccion de oxidacion de un alcohol propargilico empleando el
sistema lacasa/TEMPO.

En un ejemplo mas reciente y posterior al mostrado en esta Tesis Doctoral,
se estudid la oxidacion aerobica de doce alcoholes propargilicos empleando 9.6 U
de la lacasa de Trametes versicolor y un 5 mol% de TEMPO, obteniéndose
generalmente elevados rendimientos aislados (69-100%) en la sintesis de cetonas
propargilicas alifaticas, aromaticas y heteroaromaticas (Esquema 24).2%°

OH Lacasa de Trametes versicolor (9.6 U) ¢}

1 (5 mol%) 4
R % R %
R? Disoluciéon de HCI 0.1 M pH 6 R2
Aire
2 mmol, 250 mM 30°C, 1.5-11 h 69-100% rendimiento

Esquema 24. Oxidacién de alcoholes propargilicos empleando la lacasa de Trametes
versicolory TEMPO.

204 A, Barilli, F. Belinghieri, D. Passarella, G. Lesma, S. Riva, A. Silvani, B. Danieli, Tetrahedron:
Asymmetry 2004, 15, 2921-2925.
205 A B. V. Silva, E. D. Silva, A. A. dos Santos, J. L. Princival, Catal. Commun. 2020, 137, 105946.
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1.4 Obtencion de alcoholes propargilicos Opticamente activos
mediante la reduccion estereoselectiva de cetonas propargilicas

El acceso biocatalitico a alcoholes propargilicos en forma Opticamente
activa se ha descrito principalmente a través de dos metodologias que emplean bien
lipasas 0 ADHs como biocatalizadores. En el caso de las primeras, las resoluciones
cinéticas, tanto clasicas®® como dinamicas®®’ de los derivados racémicos, han sido
el método mas empleado, destacando el uso de la lipasa de Candida antarctica en
procesos de acetilacion en disolventes organicos. Debido a la necesidad de trabajar
en medio acuoso para el desarrollo de procesos enzimaticos de desracemizacion de
alcoholes, nos centraremos a continuacion en la reduccién estereoselectiva de
cetonas propargilicas basada tanto en métodos enziméaticos como no enzimaticos.

I.4.1 Reduccidn de cetonas propargilicas empleando métodos no enzimaticos

En cuanto a la reduccion estereoselectiva de este tipo de compuestos
empleando métodos no enzimaéticos, destaca el empleo de compuestos de boro como
agentes reductores.’®® En este contexto, Corey y colaboradores describieron por
primera vez el empleo de cantidades cataliticas de una oxazaborolidina como
catalizador y un borano para llevar a cabo la reduccion de distintas cetonas
propargilicas con, generalmente, excelentes conversiones y elevados excesos
enantioméricos (Esquema 25).2%° Esta reaccion es conocida en sintesis organica
como la reaccidn de reduccion de Corey-Bakshi-Shibata, permitiendo en este caso,
la reduccién quimioselectiva del grupo carbonilo, dejando inalterado el alquino.

206 (3) B. 1. Glanzer, K. Faber, H. Griengl, Tetrahedron 1987, 43, 5791-5796; (b) J. A. Smulik, S. T.
Diver, J. Org. Chem. 2000, 65, 1788-1792; (c) C. Raminelli, N. C. da Silva, A. A. Dos Santos, A. L.
M. Porto, L. H. Andrade, J. V. Comasseto, Tetrahedron 2005, 61, 409-415; (d) P. Chen, X. Zhu, J. Mol.
Catal. B: Enzym. 2013, 97, 184-188; (e) J. G. Ferreira, C. R. Princival, D. M. Oliveira, R. X.
Nascimento, J. L. Princival, Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 6458-6462; (f) J. G. Hernandez, M. Frings,
C. Bolm, ChemCatChem 2016, 8, 1769-1772.

207 (@) H. Kim, Y. K. Choi, J. Lee, E. Lee, J. Park, M.-J. Kim, Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 10944-
10948; (b) S. Kawanishi, S. Oki, D. Kundu, S. Akai, Org. Lett. 2019, 21, 2978-2982.

208 (a) M. M. Midland, A. Tramontano, A. Kazubski, R. S. Graham, D. J. S. Tsai, D. B. Cardin,
Tetrahedron 1984, 40, 1371-1380; (b) S. Desrat, P. van de Weghe, J. Org. Chem. 2009, 74, 6728-6734;
(c) S. Eagon, C. DeLieto, W. J. McDonald, D. Haddenham, J. Saavedra, J. Kim, B. Singaram, J. Org.
Chem. 2010, 75, 7717-7725.

209 C_ J. Helal, P. A. Magriotis, E. J. Corey, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 10938-10939.
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= Ph
0 (5 mol%)
\\S'M OH
R1l\ iMe3 "
X, ) A

R Catecolborano (1.2 equiv.) R2
CH,Cl,
-78°C 92-97% rdto.

46-97% ee

Esquema 25. Reduccién asimétrica de cetonas propargilicas empleando una
oxazaborolidina en presencia de un borano.

Adicionalmente, se han descrito varias aproximaciones para llevar a cabo la
reduccidn estereoselectiva de este tipo de cetonas empleando catalizadores derivados
de metales de transicion como rutenio,?'® galio e indio.?!* Otra estrategia destacada
para llevar a cabo la reduccidn de cetonas propargilicas consiste en el proceso de
hidroboracion asimétrica que combina el uso del pinacolborano con catalizadores de
lantano,?*? manganeso®® o magnesio.**

1.4.2 Reduccion de cetonas propargilicas empleando métodos enzimaticos

La reduccion enzimatica de cetonas propargilicas empleando ADHSs ha sido
ampliamente estudiada por distintos grupos de investigacién debido a la necesidad
de desarrollar metodologias respetuosas con el medio ambiente que permitan la
obtencién de estos alcoholes Opticamente activos bajo condiciones suaves de
reaccion.?*® Uno de los trabajos pioneros en este campo fue el propuesto por Wong
y colaboradores,?'® basado en el uso de la ADH de Lactobacillus kefir (LK-ADH)
para sintetizar distintos alcoholes propargilicos con buenos excesos enantioméricos

210 D, Morris, A. Hayes, M. Wills, J. Org. Chem. 2006, 71, 7035-7044.

211 A, J. Blake, A. Cunningham, A. Ford, S. J. Teat, S. Woodward, Chem. Eur. J. 2000, 6, 3586-3594.
212Y, Sun, C. Lu, B. Zhao, M. Xue, J. Org. Chem. 2020, 85, 10504-10513.

213V, Vasilenk, C. K. Blasius, H. Wadepohl, L. H. Gade, Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56, 8393-8397.
214 A, Falconnet, M. Magre, B. Maity, L. Cavallo, M. Rueping, Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58, 17567-
17571.

215 (@) C. Heiss, M. Laivenieks, J. G. Zeikus, R. S. Phillips, Bioorg. Med. Chem. 2001, 9, 1659-1666;
(b) T. Schubert, W. Hummel, M.-R. Kula, M. Miiller, Eur. J. Org. Chem. 2001, 4181-4187; (c) T.
Schubert, W. Hummel, M. Miiller, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 634-637; (d) R. van Deursen, W.
Stampfer, K. Edegger, K. Faber, W. Kroutil, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2004, 31, 159-163; (e) A.
Jakoblinnert, R. Mladenov, A. Paul, F. Sibilla, U. Schwaneberg, M. B. Ansorge-Schumacher, P.
Dominguez de Maria, Chem. Commun. 2011, 47, 12230-12232; (f) M. Hamzic, J. Pietruszka, D.
Sandkhul, Chirality 2011, 23, E110-E115; (g) A. Cuetos, F. R. Bisogno, I. Lavandera, V. Gotor, Chem.
Commun. 2013, 49, 2625-2627; (h) C. Holec, D. Sandkuhl, D. Rother, W. Kroutil, J. Pietruszka,
ChemCatChem 2015, 7, 3125-3130.

216 C. W. Bradshaw, W. Hummel, C.-H. Wong, J. Org. Chem. 1992, 57, 1532-1536.
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(Esquema 26), si bien con bajas conversiones puesto que los procesos no fueron
optimizados en términos de cantidad de enzima y tiempos de reaccion.

0 OH
/L Lactobacillus kefir ADH :
~ ‘ // R N\ ./R
Si Disolucion tampon KPi pH 7.1 _Si
\ NADPH, 2-PrOH \
12-36 h

15-25% rdto.
R = Me, CH,CH,CO,Me 94-97% ee

Esquema 26. Reduccion asimétrica de cetonas propargilicas empleando la ADH de
Lactobacillus kefir.

1.5 Desracemizacion enzimatica de alcoholes propargilicos

Aunque existen diversos métodos enzimaticos para la obtencion de
alcoholes propargilicos enantioenriquecidos, las estrategias de desracemizacién de
este tipo de compuestos apenas han sido abordadas. Por el contrario, existen
multiples ejemplos en la bibliografia acerca de estrategias (quimio)enzimaticas para
la desracemizacion de muy diversas familias de alcoholes®’ y aminas.*® Los
trabajos pioneros en la desracemizacién de alcoholes propargilicos mediante
métodos enziméaticos se centraron en el empleo de células enteras de
microorganismos de Nocardia fusca o Nocardia pseudosporangifera,®® y de
Candida parapsilosis ATC7330.°2° Mas recientemente, Zhang y colaboradores han
descrito un proceso secuencial de desracemizacion empleando una peroxigenasa
para la oxidacion de una serie de alcoholes propargilicos, y distintas ADHs para la
reduccion estereoselectiva de las cetonas intermedias (Esquema 27).2°! Esta
aproximacion estereodivergente se centra en una primera etapa de oxidacion no

217 (a) C. V. Voss, C. C. Gruber, W. Kroutil, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 741-745; (b) D. Méndez-
Sanchez, J. Mangas-Sanchez, |. Lavandera, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, ChemCatChem 2015, 7,
4016-4020; (c) Y. Okamoto, V. Kéhler, T. T. Ward, J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 5781-5784; (d) J.
Albarran-Velo, V. Gotor-Fernandez, I. Lavandera, Mol. Catal. 2020, 493, 111087.

218 (a) R. Carr, M. Alexeeva, M. J. Dawson, V. Gotor-Fernandez, C. E. Humphrey, N. J. Turner,
ChemBioChem 2005, 6, 637-639; (b) E. O’Reilly, C. Iglesias, D. Ghislieri, J. Hopwood, J. L. Galman,
R. C. Lloyd, N. J. Turner, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 2447-2450; (c) S. Yoon, M. D. Patil, S.
Sarak, H. Jeon, G.-H. Kim, T. P. Khobragade, S. Sung, H. Yun, ChemCatChem 2019, 11, 1898-1902;
(d) S.-W. Han, Y. Jang, J.-S. Shin, ACS Catal. 2019, 9, 6945-6954; (e) S. Nakano, K. Kozuka, Y.
Minamino, H. Karasuda, F. Hasebe, S. Ito, Commun. Chem. 2020, 3, 181-192.

219 3. Ogawa, S.-X. Xie, S. Shimizu, Biotechnol. Lett. 1999, 21, 331-335.

220 (3) T. Saravanan, A. Chadha, Tetrahedron: Asymmetry 2010, 21, 2973-2980; (b) T. Saravanan, S.
Jana, A. Chadha, Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 4682-4690.

221 X, Sang et al. Org. Lett. 2022, 24, 4252-4257.
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selectiva catalizada por la peroxigenasa de Agrocybe aegerita, que requiere de la
presencia de peroxido de hidrogeno para llevar a cabo dicho proceso, y una segunda
de reduccién que emplea la ADH (R)-selectiva de Lactobacillus kefir o bien la (S)-
selectiva de Thermoanaerobacter brokii. Gracias a esta metodologia se obtuvieron
los alcoholes propargilicos con conversiones comprendidas entre el 38% y el 95%,
y excesos enantioméricos generalmente elevados.

OH 0] OH

1 1 ADH 1

R2 R?
H,0, H,0

R2

38-95% conv.
36->99% ee

Esquema 27. Desracemizacion de alcoholes propargilicos mediante la combinacién
secuencial de una peroxigenasa y una ADH.

Con estos antecedentes nos hemos propuesto en este capitulo:

- Sintetizar una familia de alcoholes propargilicos racémicos a partir de
sustratos facilmente accesibles y de una manera lo mas general posible.

- Desarrollar su oxidacion en condiciones sostenibles empleando el
sistema lacasa de Trametes versicolor/TEMPO en medio acuoso.

- Estudiar y optimizar el proceso de biorreduccion de estas cetonas
propargilicas empleando ADHSs estereocomplementarias con el fin de
acceder a ambos enantiémeros de los alcoholes propargilicos.

- Investigar la viabilidad de los procesos de desracemizacién de los
alcoholes propargilicos mediante la combinacién del sistema oxidativo
no selectivo compuesto por la lacasa y el TEMPO, seguido de la
biorreduccién de las cetonas intermedias usando ADHs (Esquema 28).

OH OH

Lacasa de Trametes versicolor Q
O\O d\o ADH e
X X A
Oxidacién no selectiva Reduccién asimétrica

Esquema 28. Combinacidn del sistema lacasa de Trametes versicolor/TEMPO y una ADH
para llevar a cabo la desracemizacion de una serie de alcoholes propargilicos.
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Capitulo 1. Resultados y discusion

A continuacion, se describe el desarrollo de un proceso secuencial
quimioenzimatico de desracemizacion de alcoholes propargilicos.?? Para ello, esta
aproximacion constara de una primera etapa de oxidacion no selectiva de 1-arilprop-
2-in-1-oles empleando el sistema lacasa de Trametes versicolor/TEMPO y una
segunda etapa de biorreduccion asimétrica de las cetonas intermedias catalizada por
una ADH. La optimizacion de ambos procesos por separado, y el estudio de
condiciones de reaccién compatibles seran claves para poder desarrollar una
metodologia general y eficiente de desracemizacion con el fin de acceder a los
alcoholes deseados con buenos rendimientos y excesos enantiomeéricos.

Ya que esta Tesis Doctoral se presenta como un compendio de
publicaciones, la numeracién de los compuestos descritos, asi como la numeracion
de los esquemas y tablas se refieren al trabajo en que se ha descrito esta
investigacion,?? y que se muestra a continuacion de esta seccion.

1.1 Estudio y optimizacion de la reaccion de oxidacion de
alcoholes propargilicos derivados de 1-arilprop-2-in-1-oles

En primer lugar, se estudid la reaccién de oxidacion del 1-fenilprop-2-in-1-
ol (1a) empleando el sistema lacasa de Trametes versicolor/ TEMPO (Tabla 1)
empleando las condiciones de reaccidn previamente optimizadas por nuestro grupo
de investigacién (50 mM de 1a, 30 mol% de TEMPO, 5 U de la lacasa de Trametes
versicolor, TBME como cosolvente organico (10% v/v) y una disolucion tampon de
citrato de una concentracion de 50 mM a pH 5.0 previamente oxigenada). Tras 16 h
a 30 °C, se obtuvo la 1-fenilprop-2-in-1-ona (2a) con una conversion del 91% sin
observarse ningun subproducto de reacciéon (entrada 1). Una optimizacion de las
condiciones de reaccion en términos de tiempo, carga de TEMPO, temperatura y
concentracion de la condujo a la cetona 2a con una conversién cuantitativa y un
rendimiento aislado del 93% tras columna cromatografica (entrada 5).

La eficacia de este proceso fue demostrada por comparacion con procesos
de oxidacion tradicionales que se reflejan en la Tabla 2, empleando como agentes
oxidantes el didéxido de manganeso (MnQ), el reactivo de Jones o el periodinano de
Dess-Martin, todos ellos conduciendo a rendimientos aislados inferiores (19-86%).

222 5 Gonzélez-Granda, D. Méndez-Sanchez, |. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, ChemCatChem 2020,
12, 520-527.
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Ademas, como medida de la sostenibilidad de la metodologia se calcul6 el factor-
E,'' para cada uno de estos procesos oxidativos (Figura S2 del material
suplementario), resultando la aproximacion quimioenzimatica con valores entre 3.4
y 8.9 veces mejores que el resto de las metodologias estudiadas.

A continuacion, se aplicd esta metodologia de oxidacion quimioenzimatica
a la obtencién de distintas cetonas propargilicas 2a-n, siendo necesaria la sintesis
quimica de los alcoholes propargilicos la-n mediante reaccion de los
correspondientes aldehidos aromaticos con reactivos de Grignard. Esta metodologia
de oxidacion fue compatible con la presencia de muy diversas funcionalidades que
se detallan en la Tabla 3, incluyendo la presencia tanto de triples enlaces terminales
como disustituidos (2a y 2b), grupos electrén dadores (2c-¢,k) o electrén atractores
en el anillo aromético (2f-j,1), decayendo la conversion ligeramente cuando se
empled un sustituyente fuertemente electron atractor como es un grupo nitro (2I).
También puede destacarse que la posicion de los sustituyentes en el anillo aromatico
no tuvo influencia en los resultados obtenidos (2c-e o 2f,g), alcanzandose también
conversiones elevadas al emplear un alcohol propargilico que no se encontraba en
posicién bencilica (1n), es decir, sin encontrarse doblemente activado.

1.2 Estudio y optimizacion de la reaccion de biorreduccion de las
cetonas propargilicas 2a-n

Una vez optimizada la etapa de oxidacidén quimioenzimatica, se realizo el
estudio de la reaccion de biorreduccién de la cetona propargilica modelo 2a. Para
ello se emplearon las ADHs como células enteras liofilizadas, ya fueran (S)-
selectivas provenientes de Ralstonia species (RasADH),?? Sphingobium yanoikuyae
(SyADH),??*  Thermoanaerobacter species (ADH-T),?*® Thermoanaerobacter
ethanolicus (TeSADH)?** y Rhodococcus ruber (ADH-A),**® o (R)-selectivas de

223 |, Lavandera, A. Kern, B. Ferreira-Silva, A. Glieder, S. de Wildeman, W. Kroutil, J. Org. Chem.
2008, 73, 6003-6005.

2241 Lavandera, A. Kern, V. Resch, B. Ferreira-Silva, A. Glieder, W. M. F. Fabian, S. de Wildeman,
W. Kroutil, Org. Lett. 2008, 10, 2155-2158.

225 7, Findrik, D. Vasic-Ragki, S. Liitz, T. Daussmann, C. Wandrey, Biotechnol. Lett. 2005, 27, 1087-
1095.

226 \W. Stampfer, B. Kosjek, C. Moitzi, W. Kroutil, K. Faber, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1014-
1017.
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Lactobacillus brevis (LbADH)**" y la ADH comercial evo-1.1.200.%® Para estas
reacciones de biorreduccién se emplearon las condiciones previamente optimizadas
en nuestro grupo de investigacion: 25 mM de 2a, DMSO como cosolvente orgéanico
(2.5% v/v), una disolucién tampon 50 mM de TrisHCI a pH 7.5 y el cofactor
NAD(P)H (1 mM), el cual es regenerado mediante el método de la enzima acoplada
(GDH), o mediante el método del sustrato acoplado (2-PrOH), dependiendo de la
enzima empleada en cada caso. Tras 24 h a 30 °C, se obtuvo el alcohol (S)- y (R)-1a
de manera cuantitativa y enantiopura, mediante el uso de la RasADH o la evo-
1.1.200 respectivamente (Esquema 3y Tabla S2 del material suplementario).

Este proceso fue extendido con éxito a la reduccion de las cetonas 2b-n
empleando ambos biocatalizadores (Tabla 4). En el caso de la RasADH los valores
de conversion fueron muy elevados en todos los casos (98->99%), al igual que las
selectividades con la excepcidn del sustrato con el grupo metilo unido al triple enlace
(1b, 85% ee), cuando se dispuso un grupo fuertemente electron atractor en el anillo
aromaético (1l, R= 4-NO-, 88% ee), y especialmente al emplear la cetona con un
sustituyente bencilo (2n, <3% ee). Al igual que en el caso de la RasADH, la evo-
1.1.200 condujo a elevadas conversiones en todos los casos, sin embargo, los excesos
enantioméricos obtenidos resultaron mas dispares. Generalmente, se obtuvieron los
(R)-alcoholes con purezas épticas altas (88-99% ee), salvo en el caso de la presencia
de grupos electron dadores en el anillo aromatico (1c-e, R= OMe, 62-73% ee,
entradas 3-5). Por otro lado, la presencia de &tomos voluminosos en la posicién 2 del
anillo (1i,j, R= 2-Br y 2-Br,5-F, entradas 9 y 10) condujo a los enantiomeros S
aungue con bajas selectividades (21-34% ee).

1.3 Estudio y optimizacion del proceso de desracemizacion
guimioenzimatica de los alcoholes propargilicos

Una vez optimizadas ambas etapas, se disefié un proceso secuencial para la
desracemizacion de este tipo de alcoholes en un mismo recipiente de reaccién. Hay
gue tener en cuenta que los procesos Optimos de oxidacion y reduccion
transcurrieron en condiciones éptimas distintas:

221 S, Leuchs, L. Greiner, Chem. Biochem. Eng. Q. 2011, 25, 267-281.
228 5, Kara, D. Spickermann, A. Weckbecker, C. Leggewie, I. W. C. E. Arends, F. Hollmann,
ChemCatChem 2014, 6, 973-976.
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- pH del medio: el sistema lacasa/ TEMPO de la etapa de oxidacién ocurrié a
un pH cercano a 5.0, mientras que la biorreduccion fue optimizada a pH 7.5.

- disolucion tampodn: la oxidacion se realizé en una disolucion reguladora de
citrato, mientras que la biorreduccion transcurrié en un tampoén de TrisHCI.

- sistema de regeneracion del cofactor requerido por las ADHSs: la presencia
del sistema lacasa/ TEMPO en el medio de reaccion puede oxidar alcoholes
primarios de mono y disacararidos,??° por lo que el sistema de regeneracion
del cofactor basado en glucosa/GDH puede verse inactivado, siendo un
factor a tener en cuenta. También la utilizacion de grandes cantidades de 2-
propanol, necesario para el caso de muchas de las ADHs estudiadas, puede
inactivar el sistema lacasa/ TEMPO.

Con el fin de evaluar la influencia de estos factores en el proceso, se realizd
un estudio de las reacciones de biorreduccion empleando la RasADH y evo-1.1.200
como biocatalizadores. En este estudio se variaron las concentraciones de 2a (25 o0
50 mM), y las disoluciones tampon empleadas, tanto la composicién como el pH de
estas, buscando unas condiciones de compromiso que pudieran ser compatibles para
ambas etapas (Tabla 5). Sin embargo, se observo que las biorreducciones no ocurrian
con buenas conversiones a pHs acidos (entradas 1-4), por lo que se opt6é por una
aproximacion secuencial. Asi, los mejores resultados se obtuvieron al emplear una
concentracion de la de 25 mM para la etapa oxidativa, momento en el cual se
adicionaron el cofactor pirimidinico y su sistema de regeneracion (glucosa/GDH o
2-PrOH), y una cantidad de una disolucion acuosa de NaOH 3 M con el fin de ajustar
el pH del medio a un valor comprendido entre 7.5y 8.0, asi como la correspondiente
ADH. Asi, tras 24 h a 30 °C, se obtuvieron ambos enantiomeros del alcohol 1a de
manera cuantitativa y enantiopura (entradas 5 y 6). Tras seleccionar aquellos casos
donde las ADHs fueron altamente selectivas, como son los sustratos con un
sustituyente metoxi en el anillo aromético (1c-e) y el derivado con un &omo de
bromo en la posicion orto del anillo (1i), se desarrollaron sus desracemizaciones con
perfectos resultados (Tabla 6). El experimento a escala semipreparativa partiendo de
la (50 mg) resultd exitoso obteniéndose un rendimiento aislado tras columna
cromatografia del 79% en el caso de (S)-1a (RasADH) y del 83% para (R)-1a (evo-
1.1.200), ambos obtenidos con un 98% ee.

229 M. Marzorati, B. Danieli, D. Haltrich, S. Riva, Green Chem. 2005, 7, 310-315.

86



Capitulo 1. Resultados y discusion

En definitiva, se puede concluir que en este capitulo:

- Se ha desarrollado una metodologia quimioenzimatica para oxidar catorce
alcoholes propargilicos empleando el sistema catalitico formado por la
lacasa de Trametes versicolor y el TEMPO, y generando de esta manera las
correspondientes cetonas propargilicas 2a-n con elevadas conversiones
(>87%). Este sistema ha demostrado ser mas sostenible que otros procesos
clasicos oxidativos como el empleo de MnO;, reactivo de Jones o
periodinano de Dess-Martin.

- Se han encontrado ADHs eficientes para el proceso de biorreduccion de
estas cetonas, accediendo a los correspondientes 1-arilprop-2-in-1-oles 1a-
n con excelentes conversiones (>97%) y selectividades (normalmente >88%
ee).

- La posibilidad de combinar ambos procesos en medio acuoso ha permitido
el desarrollo de un proceso de desracemizacidn secuencial de los alcoholes
propargilicos en un mismo recipiente de reaccion (Esquema 29). De esta
manera se han obtenido cinco alcoholes propargilicos (la,c-e,i) con
excelentes selectividades (>98% ee), a través de un proceso reproducible y
facilmente escalable.

OH 1) Lacasa de Trametes versicolor OH
GXO N
2) Alcohol deshidrogenasa
O= AroBn
O= Ho Me o

X
87->99% conv. d\o S97% conv.
85->99% ee

no aislados

Esquema 29. Combinacidn secuencial del sistema lacasa/TEMPO junto con ADHSs para la
desracemizacion de alcoholes propargilicos.
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The catalytic system composed by the laccase from
versicolor and the oxy-radical TEMPO has been successfully
applied in the sustainable oxidation of fourteen propargylic
alcohols. The corresponding propargylic ketones were obtained
in most cases in quantitative conversions (87->99% yleld),

lable evo-1.1.200, all g the access to both
alcohol enantiomers mostly with complete conversions and
variable selectivities on the pattern
substitution (97->99% ee). To demonstrate the compatibility
of the laccase-mediated oxidation and the alcohol dehydrogen-

C ially

demonstrating the efficiency of the ch y
ology in comparison with traditional chemical oxidants, which
usually lead to problems associated with the f of by-

ase-catalyzed b ) strategy starung
from the racemic comy was d h a

| one-pot two-step process, obtalnlng a selectlon of

tion, a derac

products. Also, the stereoselective reduction of propargylic
ketones was studied using alcohol dehydrogenases such as the
one from Ral: species Xp! d in E coli or the

Introduction

The oxidation of propargylic alcohols is considered a highly
sensitive transformation since the presence of the carbon-
carbon triple bond and the alcohol functionality often leads to
poor selectivities when employing conventional oxidizing
reagents. Traditional oxidative strategies involve the use of
metal species or complexes from cobalt! copper,”
chromium,®! ruthenium,* vanadium,”! or iron, some of them
in combination with N-oxide radicals such as N-
hydroxyphthalimide™ or TEMPO and derivatives,” and the use
of stoichiometric oxidative systems such as the Dess-Martin
reagent” or manganese oxide."” Therefore, the development
of sustainable methodologies for the preparation of propargylic
ketones under mild reaction conditions is nowadays an area
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(S)- or (R)-1-arylprop-2-yn-1-ols with excellent yields (>989%)
and selectivities (>98% ee) depending on the alcohol dehydro-
genase employed.

worthy of investigation. Until now, the use of biocatalytic
methods for the oxidation of propargylic alcohols remains
unexplored, however the applicability of laccases in the
oxidation of activated substrates such as benzylic'" and
allylic"? alcohols (Scheme 1a), encouraged us to explore the
potential of the catalytic laccase mediator system to produce
the corresponding propargylic ketones under mild reaction
conditions (Scheme 1b).

The synthesis of chiral propargylic alcohols represents also
an attractive research area for organic chemists since this family
of oxygenated compounds are present in numerous biologically
active compounds including alkaloids, pheromones, prostaglan-
dins or vitamins, among others, serving at the same time as
valuable building blocks for the synthesis of more complex

a) OH Laccase-TEMPO system o}
B Ao

(Het)Ar”™ Alkyl Aqueous medium (Het)Ar”™ “Alkyl

OH Laccase-TEMPO system [o]

N R2 111\/\ 2
R R Aqueous medium R R
'= alkyl or aryl
R2= alkyl or H

b OH Laccase-TEMPO system o

N/\R Aqueous medium Ar)I\R
R=H or alkyl

Scheme 1. Use of the laccase-TEMPO system for the: a) previous oxidation of
benzylic and allylic alcohols; b) oxidation of propargylic alcohols (this study).
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Laccase from Selective ADH

OH Trametes versicolor [e] NAD(P)H OH
TEMPO, O, Cofactor recycling system
1 A 1 X 1 BN
R R? Buffer pH 5.0 R R? Buffer pH 7.5 R R?
Scheme 2. Ch id alcohols via lacc: nonselective oxidation followed by tive bioreduction of the

of p
propargylic ketone intermediates in order to develop a general strategy for the deracemization of racemic 1-arylalk-2-yn-1-ols.

molecules." In the search for sustainable and stereoselective
synthesis of this class of compounds, biocatalytic methods have
already demonstrated their versatility for the preparation of
various families of propargylic alcohol derivatives mainly by
using alcohol dehydrogenase (ADH)-catalyzed reductions,"
lipase-catalyzed hydrolytic"® and transesterification"® reactions,
or even deracemizations experiments using whole cell
systems,”” although there is a lack for a general methodology
to provide these valuable compounds.

Herein, we investigate first the design of a general strategy
for the oxidation of racemic propargylic alcohols mediated by
the laccase-TEMPO system!' to later explore the bioreductions
of the resulting propargylic ketones by alcohol dehydrogenase-
catalyzed processes. This will allow the development of
deracemization"”’ experiments combining both enzymatic
methodol to produce valuable er pure alcohols from
their racemates in a one-pot two step-process (Scheme 2).

Results and Discussion
Oxidation of Propargylic Alcohols

To evaluate the suitability of the catalytic system composed by
the laccase from Trametes versicolor (LTv) and the oxy-radical
TEMPO, 1-phenylprop-2-yn-1-ol (1a) was selected as model
substrate due to its commercial accessibility at low cost. Based
on our previous experience in the oxidation of benzylic and
allylic alcohols,"'? the oxidation of 1a (Table 1) was carried out
in a 50 mM substrate concentration and 30 mol% of TEMPO

Table 1. Chemoenzymatic oxidation of alcohol 1a using the LTW/TEMPO

system.*!
[e]
(s
2a

OH LTv

TEMPO, C,
S Cirate buffer 50 mM pH 5.0
- MTBE (10% viv)

Entry [1a] [mM] TEMPO [mol %] Trq t[h] < )™
1 50 30 30 16 91

2 50 30 30 48 >99
3 50 40 30 16 80

4 50 30 37 16 75

5 25 30 30 16 >99
6 25 20 30 16 72

7 25 20 30 48 79

using an oxygenated 50 mM citrate buffer at pH 5 and 10% v/v
tert-butyl methyl ether (MTBE) as cosolvent in order to favor the
alcohol solubility at 30°C. Under these conditions, formation of
1-phenylprop-2-yn-1-one (2a) was accomplished in 91% yield
(entry 1), being quantitatively transformed after 48 h (entry 2).

Trying to reach complete conversions at shorter reaction
times, different parameters were studied including the TEMPO
loading, temperature, and the concentration of alcohol 1a
(entries 3-6). The use of a higher amount of TEMPO or the
increase of the temperature to 37 °C led to a partial deactivation
of the enzyme and lower recycling rate of the radical TEMPO,
achieving then lower conversions (75-80%, entries 3 and 4).
Interestingly, the use or more diluted conditions (25 mM of 1a,
entry 5), pleasingly allowed quantitative conversions into
ketone 2a, although conversion did not overcome 80% when
reducing the TEMPO loading to 20%, even after prolonged
reaction times (entries 6 and 7).

At this point the viability of this chemoenzymatic route was
evaluated comparing these results (Table 1, entry 5) with those
achieved when using different conventional chemical oxidizing
agents such as manganese dioxide (MnO,),"” the Jones reagent
or the Dess-Martin reagent” (Table 2).

In all cases, several advantages in favor of the LTv/TEMPO
system were noticed, not only in the conversions but also in the
selectivity of the reactions. For instance, the oxidation of 1a
with MnO, only yielded a 19% of the ketone (entry 2), while the
use of a Cr(Vl) species such as the Jones reagent led to a 35%
of the product (entry 3), which can be explained due to the
formation of multiple by-products, some of them caused by the
reactivity of the carbon-carbon triple bond. Finally, the iodine
reagent, popularly known as the Dess-Martin reagent, led to the
ketone 2a after 4h of reaction with an 86% yield after
purification by column chromatography (entry 4). These results
reveal the great sensitivity of propargylic alcohols under typical
oxidative conditions, highlighting the use of a chemoenzymatic
approach based on two facts, first the complete conversion

Table 2. Oxidation of alcohol 1a through chemical or chemoenzymatic
strategies™

Entry Oxidizing agent Reaction conditions Yield [%]"!
1 LTV/TEMPO, O, Citrate buffer pH5,30°C, 16 h 93
2 MnO, CHCl, 11, 6h 19
3 Jones reagent Acetone, 1t, 7 h 35
4 Dess-Martin reagent  CH,Cl,, 11, 4h 86

[a) See a general procedure in the experimental section, [b] Conversion
values were determined by GC analysis.

[a] See the experimental section and the ESI file for detailed reaction
conditions and procedures, [b] Isolated yields after purification.
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achieved and second the possibility to work in aqueous
medium, which will facilitate the development of concurrent
processes such as the alcohol dehydrogenase-catalyzed reduc-
tion of the so-obtained ketones.

For these transformations, we performed a simple quantifi-
cation of the E-factor®” to have an estimation of the environ-
mental impact of these methods. Hence, the EATOS tool?" was
used focusing on waste generated regarding the reaction and
isolation auxiliaries (excluding solvents). As can be seen in the
ESI (Figure S2), the values obtained clearly favored the chemo-
enzymatic approach regarding the chemical procedures (be-
tween 3.4 and 8.9-times), mainly due to the avoidance of a flash
chromatography column.

Next, efforts were devoted to extending the laccase-
mediated oxidation to other propargylic alcohols using the
reaction conditions previously optimized for 1a. With this
purpose, 1-phenylbut-2-yn-1-ol (1b) and 1-arylprop-2-yn-1-ols
1c-m were chemically synthesized in moderate to high yields
(53-96 %, see full structures in Figure S1 of the ESI), by reaction
of the corresponding benzaldehydes with a slight excess of
ethynylmagnesium bromide or prop-1-yn-1-yimagnesium
bromide in dry THF at room temperature. The selection of 11
different benzaldehydes allowed us to obtain the correspond-
ing 1-arylprop-2-yn-1-ols 1c-m with different pattern substitu-
tions on the aromatic ring including electron donating and
withdrawing groups to immediately study their oxidations
using the LTV/TEMPO system under previously optimized
conditions (Table 3).

Regarding the chemoenzymatic oxidation, satisfyingly 1-
phenylbut-2-yn-1-one (2b, R’= Me, entry 2) was produced in
quantitative conversion, so the methodology seems applicable
for alcohols in the presence of a methyl substituent at the
terminal position of the carbon-carbon triple bond. For 1-
arylprop-2-yn-1-ols bearing monosubstitution such as the

Table 3. Ch d. of racemic propargylic alcohols 1a-n
(50 mM) using the LTv/TEMPO system.*!
OH LTv

TEMPO (30 mol%), O,
Citrate buffer 50 mM pH 5.0

o
1 1
R\ R\
R? R?

1a-n MTBE (10% v/v) 2a-n
30°C,16h

Entry Alcohol 1a-n R R c2a-n (%"
1 1a Ph H >99

2 1b Ph Me >99

3 1c 4-OMe-CH, H >99

4 1d 3-OMe-CH, H >99

5 Te 2-OMe-CH; H >99

6 1f 4-F-CH, H 98

7 1g 3-F-CH, H 98

8 1h 4-Cl-CH, H >99

9 Ti 2-Br-CH, H >99
10 1j 2-Br,5-F-CH, H 93

mn 1k 4-Me-CH, H 97

12 1 4NO,CH, H 87

13 m 2-C\oHy H 9

14 1n PhCH, H 92

[a) See the experimental section for a general procedure, [b] Conversion
values were determined by GC analysis.
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methoxy moiety or a halogen atom on the aromatic ring, the
position of these functionalities seemed to do not have a
remarkable influence in the reactivity of the LTW/TEMPO system,
affording quantitative conversions in all cases when containing
a methoxy group (entries 3-5), while when bearing a fluorine
atom both the para- and meta-substituted ketones 2f and 2g
were obtained in 98% conversion (entries 6 and 7). Excellent
results were found as well when considering the p-chloro or o-
bromo derivatives 1h and 1i (entries 8 and 9), decreasing the
conversion to a 93% when disubstituted alcohol 1j was used as
starting material (entry 10). Finally, high reactivities were also
observed when considering additional functional groups includ-
ing the p-methyl, p-nitro or a bulkier naphthalene derivative
(entries 11-13, 87-97 %).

To have more information about this synthetic oxidative
strategy, an additional substrate 1-phenylbut-3-yn-2-ol (1 n) was
included in the study. This compound did not present a double
activation as the hydroxyl group is not linked to a benzylic
position. Interestingly a high conversion was also attained
(92%, entry 14), showing that in general propargylic alcohols
were excellent substrates for the LTW/TEMPO catalytic system.
Overall, the chemoenzymatic system resulted more effective
than the oxidation using the Dess-Martin reagent (51-88%, see
Table S1 in the ESI), obtaining conversions over 86% but in
most cases quantitative, isolating the product through a simple
liquid-liquid extraction.

Stereoselective Bioreduction of Propargylic Ketones

Once that the oxidation of propargylic alcohols 1a-n into the
corresponding ketones 2a-n was properly addressed, stereo-
selective bioreduction catalyzed by alcohol dehydrogenases
was investigated to produce optically active alcohols. 1-Phenyl-
prop-2-yn-1-one (2a, 25 mM) was selected as model substrate
and the behaviors of a panel of ADHs acting with known
opposite stereopreference were studied in bioreduction proc-
esses using standard conditions (TrisHCI buffer 50 mM pH 7.5 in
the presence of NAD(P)H (1 mM) with DMSO in 2.5% v/v due to
the low solubility of these ketones in aqueous media, 30°C,
24 h and 250 rpm, Scheme 3). Depending on the selected ADH,
isopropanol or the combination of p-glucose and glucose
dehydrogenase (GDH) were employed as reducing agents for
the required recycling of the nicotinamide cofactor.

As (S)-selective enzymes, lyophilized cells of E. coli over-
expressing ADHs from Ralstonia species (RasADH),*? Sphin-
gobium yanoikuyae (SyADH),”® Thermoanaerobacter species

o]
©)\§

ADH
NAD(P)H OH

Cofactor recycling system
i Dbsicd bl L iU RPS

Tris'HCI buffer 50 mM pH 7.5
30°C, 24 h, 250 rpm

2a 1a
Scheme 3. lective bioreduction of 1-p prop-2-yn-1 (2a,
25 mM) using ADHs.
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(ADH-T),*! Thermoanaerobacter ethanolicus (TeSADH)'**! and
Rhodococcus ruber (ADH-A)*! were considered, while ADHs
from Lactobacillus brevis (LbADH), %! and commercially available
evo-1.1.200"" were employed for the production of the (R)-
alcohol. The results of this screening have been summarized in
Table S2 of the ES, finding the best results with RasADH, usually
an enzyme that accepts sterically hindered substrates,”® which
gave access to (S)-1a in quantitative conversion and enantio-
pure form, while (R)-1a was obtained with complete conversion
and selectivity using evo-1.1.200. On the basis of this prelimi-
nary screening, the bioreductions of ketones 2 b-n were rushed
using the RasADH and evo-1.1.200 enzymes (Table 4).

Satisfyingly, in all cases excellent conversions were achieved
(97->99% conversion). On the one hand, when using RasADH,
(5)-1-phenylprop-3-yn-1-ols (1a, c-m) were obtained in very
high to excellent selectivities (88->99% ee, entries 1,3-13). The
selectivity decreased when considering the alcohol 1b with a
methyl moiety at the propargylic position (85% ee, entry 2), and
this enzyme did not act with any preference towards the alkyl
derivative 2n (entry 14). On the other hand, the (R)-alcohols
were preferentially obtained with different degree of selectivity
employing evo-1.1.200. In general, the alcohol optical purities
ranged from high to excellent (88->99% ee), except when
considering electron-donating groups as the methoxy at differ-
ent positions of the aromatic ring (1c-e, 62-73% ee, entries 3-
5), or sterically hindered o-brominated derivatives 1i and 1j
(21-34% ee, entries 9 and 10) affording preferentially the (S)-
enantiomers in these last two examples. Finally, the alcohol (S)-
1n was obtained due to a switch in the Cahn-Ingold-Prelog
(CIP) priority of the substituents.
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Ch ic Derac

of Propargylic Alcohols

Based on the high activity displayed by the LTv/TEMPO catalytic
system and the stereoselectivity shown by complementary
ADHs, the development of a one-pot two-step deracemization
process of those racemic alcohols presenting the best reactiv-
ities and selectivities was investigated. So far, the design of
biocatalytic deracemizations has been less explored in compar-
ison with kinetic resolution and desymmetrization,"? being just
reported an example implying propargylic alcohols using a
microorganism as whole cell system."” In an ideal deracemiza-
tion approach, this methodology will allow the production of
enantiopure alcohols from their racemic forms, although the
different reaction conditions (i.e., pH) required for the oxidation
and bioreduction steps must be considered in the current case.
Also, the occurrence of oxidative conditions obviously hampers
the performance of the selective reduction. In addition, it has
been described that the laccase-TEMPO system can oxidize
mono- and disaccharides at the primary alcohol position, being
not possible the use of the glucose and glucose dehydrogenase
pair for cofactor recycling purposes."**”! For these reasons, the
optimization of a one-pot sequential approach was considered
from the beginning, again considering 1-phenylprop-2-yn-1-ol
(1a) and 1-phenylprop-2-yn-1-one (2a) as model substrates for
individual reaction optimizations.

At this point is necessary to overcome that each enzyme
effectively works at different pH values (acidic for the laccase
and slightly basic conditions for the ADH). To start, the use of
50 mM alcohol concentration is advisable for the laccase-
mediated oxidation (Table 1, entry 2) while 25 mM is ideal for
the bioreduction step (Table 4). This fact obviously must also be
transferred to the use of different buffer compositions (citrate
buffer for the oxidation and TrisHCI for the reduction). For all
these issues, the bioreductions of ketone 2a using RasADH and

Table 4. of propargylic ketones 2a-n (25 mM) using RasADH and evo-1.1.200 at 30°C for 24 h at 250 rpm.*!
0 ADH, NAD(P)H OH
i ‘)\ Cofactor recyzling system ;
N pz  TrisHCI buffer 50 mM pH 7.5 N R?
20 30°C, 24 h, 250 rpm i
Entry Ketone R R RasADH evo-1.1.200
< ee %] < ) ee %]
1 2a Ph H >99 >99 >99 >99
2 2b Ph Me >99 85 >99 88
3 2c 4-OMe-CH, H >99 >99 97 73
4 2d 3-OMe-CH, H >99 >99 >99 62
5 2e 2-OMe-CH, H >99 >99 >99 63
6 2f 4-F-CH, H >99 95 >99 9
7 29 3-F-GH, H >99 29 >99 >99
8 2h 4-Cl-CH, H >99 98 >99 9
9 2i 2-Br-CH, H >99 >99 >99 34¢
10 2j 2-Br5-F-CH, H >99 95 98 21
n 2k 4-Me-CH, H 98 98 >99 >99
12 21 4-NO,-CsH, H >99 88 >99 >99
13 2m 2-CyoHy H >99 97 >99 89
14 2n PhCH, H 29 <3 >99 >99¢
[a] See the experimental section for a general procedure, [b] Conversion values of the bioreduction processes were determined by GC analysis, [c]
Enantiomeric excess of alcohols 1a-n were determined by GC analysis, RasADH leading to the (S)-enantiomers and evo-1.1.200 to their (R)-antipodes, [d] The
(S)-enantiomer was preferentially obtained, [e] The (S)-enantiomer was obtained due to a switch in the CIP rule priority.
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evo-1.1.200 were next deeply studied (see Table S3 in the ESI).
The reduction of 2a was attempted using different substrate
concentrations (25 and 50 mM), buffer compositions (TrisHCI
and citrate) and pH values (5.0, 6.5 and 7.5), observing in all
cases 99% conversion. For RasADH in TrisHCI buffer, the use of
a higher ketone concentration led to a decrease in the
selectivity (86% ee at 50 mM, >99% ee at 25 mM) and a similar
effect was observed using the same concentration but a lower
pH (89% ee at 25mM and pH 6.5). Interestingly, very high
selectivities were observed in the same aqueous medium
employed in the laccase-catalyzed reaction (96-97% ee at
pH5.0 in both 25 and 50 mM). Additionally, evo-1.1.200
displayed excellent selectivity at 25-50 mM and pH 6.5-7.5 (>
98% ee), while moderate ee values were observed when using a
citrate buffer pH5.0 (79 and 68% ee at 25 and 50 mM,
respectively).

The sequential approach was then addressed changing the
ketone intermediate concentration and/or the pH of the
reaction once the racemic alcohol 1a was completely trans-
formed into ketone 2a after 16 h reaction at 30°C in the citrate
buffer 50 mM pH 5.0 with 10% v/v DMSO (Table 5). Firstly, at
25mM substrate concentration, it was found that RasADH
dramatically lost most of the activity, reaching only 27%
conversion in the bioreduction process (entry 1), while evo-
1.1.200 catalyzed the reaction almost to completion and with
just a small loss of the selectivity (entry 2).

Similar results were achieved when starting from 50 mM of
1a and diluting the ketone intermediate up to 25mM by
addition of TrisHCI buffer pH 7.5, thus increasing the pH value
until 6.1 (entries 3 and 4). Remarkably excellent results with
both ADHs were attained in terms of conversion and optical
purities towards 1a (25 mM, entries 5 and 6), when after the
oxidation step a unique addition of 30 L of a NaOH 3 M
aqueous solution was achieved, elevating the pH until 8.1.
Finally, successful experiments were also attained in the process
at 50 mM substrate concentration and diluting in the middle

Table 5. Deracemization of 1a under different reaction conditions.”!

1) Chemoenzymatic oxidation OH
S
P"}\ 2) ADH-catalyzed bioreduction Ph%\
rac-1a (S)-or (R)-1a

Entry  [1a](mM)  FinalpH  ADH % ee (%
1 25 5.0 Ras 27 nd.

2 25 5.0 evo-1.1.200 98 93 (R)
3 50 6.1 Ras 17 nd.
4 50 6.1¢ evo-11.200 88 94 (R)
5 25 8.0:‘” Ras 99 99(5)
6 25 8.0% evo-1.1.200 98 99 (R)
7 50 7.5 Ras 99 99(5)
8 50 7.5¢ evo-1.1.200 94 97 (R)

[a] See the experimental section for detailed reaction conditions and a
general procedure, [b] Conversion (regarding the ketone intermediate) and
enantiomeric excess values of 1a were determined by GC analysis. In
parentheses the major alcohol enantiomer appears, [c] pH value obtained
after the addition of TrisHCl buffer pH 7.5 to obtain a 25 mM ketone
concentration, [d] 30 pL of NaOH 3 M were added, [e] pH value obtained
after the addition of TrisHCI buffer pH7.5 to obtain a 25 mM ketone
concentration and additional 30 uL of NaOH 3 M. nd.: Not determined.
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stage with the TrisHCI buffer pH 7.5 and extra addition of NaOH
3 M (entries 7 and 8).

Once demonstrated the deracemization of racemic alcohol
1a using complementary ADHs (Table 6, entries 1 and 2), and
based on the excellent reactivity in the chemoenzymatic
oxidation of racemic methoxy substituted alcohols 1c-e and o-
bromo-derivative 1i, and the bioreduction of the corresponding
ketones 2c-e, i using RasADH as biocatalyst, the deracemization
of alcohols 1c-e, i was successfully developed, yielding with
complete conversions and excellent selectivities the corre-
sponding (S)-alcohols (entries 3-6). Finally, the deracemization
of 1a was scaled-up at 50 mg using RasADH or evo-1.1.200
affording both 1a enantiomers in 98% ee and high isolated
yields after column chromatography on silica gel, 83% for the
(S)-alcohol and 79% for its (R)-antipode.

Conclusions

A mild and chemoselective oxidation of propargylic alcohols
has been described by the combined action of a catalytic
system composed by the laccase from Trametes versicolor and
the oxy-radical TEMPO, which was able to oxidize 14 racemic
alcohols in very high to quantitative conversions (87->99%).
This strategy has been compared with traditional oxidizing
agents such as manganese(lV) oxide, Jones or Dess-Martin
reagents, improving or achieving comparable results in terms of
selectivity and yields. Remarkably, the laccase-mediated oxida-
tion has been proved to be a sustainable oxidative method for
the production of propargylic ketones as demonstrated by a
simple quantification of the Efactor using the EATOS tool
regarding other traditional oxidative methods. Moreover, bio-
reduction of the corresponding ketones was studied, screening
different alcohol dehydrogenases commercially available or
made in house and overexpressed in E. coli. The best results
were found with the ADH from Ralstonia species and evo-
1.1.200, which allowed the production of the (S)-1-arylalk-2-yn-
1-ols (1a-m, >989% conv., >85% ee) and the (R)-alcohols (1b,
f-h, k-n, >97% conv., >>88% ee), respectively. Taking advant-
age of the development of both biotransformations in aqueous
medium, we decided to explore the possibility to carry out a
sequential one-pot two-step deracemization protocol of some
of these substrates. For this concurrent process, changing the
pH was necessary from 5.0, the best one for the laccase action,
to 7.5 where the ADH is able to display high activity. Hence, the

Table 6. Deracemization of 1a, c-e, i using RasADH and evo-1.1.200%

Entry Alcohol ADH c 9] ee [%])"®
1 Ta(H) Ras 29 >99(5)
2 1a(H) evo-1.1.200 98 >99 (R
3 1¢ (4-OMe) Ras >99 >99(9)
4 1d (3-OMe) Ras >99 >99(9)
5 Te (2-OMe) Ras >99 >99 ()
6 1i (2-8n) Ras >99 99 (5)

[a] See the experimental section for detailed reaction (ondmons and a
general procedure, [b] C garding the ketone i
enantiomeric excess values of 1a, c-e, i were determined by GC analysAs

ChemCatChem 2020, 12, 520-527 www.chemcatchem.org

524 © 2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

““di o3 papROTaoq T ‘0T0T G68ELORT

w203 s 44 EHSTO610T 92001 O

% 995 (220001311 w0 ARy TR0 ASTLay

5523 02 AL GO P Q PRIRAGE B3 SRR YO 950 J0 W 10 AT S0 4T,



A ChemPubSoc
‘{* Europe

deracemization of five 1-arylprop-2-yn-1-ols was successfully
achieved to produce the corresponding optically active alcohols
in excellent yields and selectivities, demonstrating the scalabil-
ity of the process at semi-preparative scale.

Experimental Section

Materials. Chemical reagents for the chemical synthesis of alcohols
1a-n and ketones 2a-n were purchased from Sigma-Aldrich.
Laccase from Trametes versicolor (LTv, 0.5 U/mg), glucose, NADH
and NADPH were also acquired from Sigma-Aldrich, while glucose
dehydrogenase (GDH-105) was obtained from Codexis Inc. to
develop the bi i For the ch ymatic oxida-
tions, citrate buffer 50 mM pH 5.0 was previously oxygenated by
bubbling molecular oxygen using a balloon for at least 30 minutes.
Sequential reactions were performed in a microwave tube [(19x
130x3) mm]. The oxidation step mediated by the laccase-TEMPO
catalytic system was performed open-to-air, while for the bio-
reduction step, the microwave tube was closed. Lyophilized E. coli/
RasADH cells were obtained as previously described in the
bibliography,?® and evo-1.1200 was purchased from Evoxx tech-
nologies.

NMR spectra ('H, C and "F NMR) were recorded on a Bruker
AV300 MHz spectrometer. All chemical shifts (8) are given in parts
per million (ppm). Gas chromatography (GC) analyses were
performed on an Agilent HP6890 GC chromatograph equlpped
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chromatography on silica gel (30% EtOAc/Hexane), obtaining the
corresponding propargylic ketones 2a-n (51-88% yield). See the
Supporting Information for details related to the full character-
ization of synthesized ketones.

General procedure for the chemoenzymatic oxidation of prop-
argylic alcohols 1a-n using the catalytic system composed by
the laccase from Trametes versicolor and the oxy-radical TEMPO.
In a microwave tube open to the air, the comresponding racemic
propargylic alcohol 1a-n (0.05 mmol), MTBE (200 pL, 10% v/v) and
a previously oxygenated citrate buffer 50 mM pH 5.0 (2 mL) were
added. Next, the laccase from Trametes versicolor (10 mg, 5 U) and
TEMPO (2.40 mg, 0.015 mmol) were added, and the mixture reacted
for 16 h with magnetic stirring at 30°C. After this time, the mixture
was extracted with EtOAc (3x 1 mL), the organic layers combined,
dried over anhydrous Na,SO, and filtered. The solution was finally
concentrated, and the conversion values measured by GC analyses.

General p iure for the biored of propargylic ketones
2a-n using RasADH. To a 1.5 mL-Eppendorf tube containing the
corresponding propargylic ketone 2a-n (0.015 mmol), DMSO
(75 pL), a solution of GDH (60 L, 10 U), an aqueous solution of D-
glucose (60 ul, 500 mM), an aqueous solution of NADPH (60 pL,
10 mM), buffer TrisHCl pH 7.5 (345 pL, 50 mM) and lyophilized cells
of E. coli overexpressing RasADH (12 mg) were successively added.
Then, the Eppendorf tube was dosed and kept under orbital
shaking at 250 rpm at 30°C for 24 h. After this time, the solution
was extracted with EtOAc (3x 0.5 mL), the organic layers combined,
dried over anhydrous Na,SO, and filtered. The resulting solution
was conc ing the conversion and the enantiomeric

with a FID detector. High-p e liquid ch

(HPLO) analyses were carried out in a Hewlett Packard 1100
chromatograph equipped with a VIS-UV detector. Thin-layer
chromatography (TLC) was conducted with Merck Silica Gel 60 F254
precoated plates and visualized with UV, potassium permanganate
and vanillin stain. Column chromatography was performed using
silica gel 60 (230-240 mesh). Melting points were taken on samples
in open capillary tubes and are uncorrected. High resolution mass
spectra (HRMS) experiments were carried out by ESI* using a Micro
Tof Q spectrometer.

General procedure for the chemical synthesis of racemic prop-
argylic alcohols 1a-n. To a solution of the comesponding
benzaldehyde (5 mmol) in dry THF (2.5 mL) at 0°C and under argon
atmosphere, a 0.5M solution of ethynylmagnesium bromide or
prop-1-yn-1-ylmagnesium bromide in dry THF (11 mL, 5.50 mmol)
was added. The mixture was stirred at 0°C for 4 h and after this
time, the reaction was quenched by the addition of a saturated
NH.Cl aqueous solution (10 mL). The solvent was removed under
vacuum, and the mixture extracted with CH,Cl, (3x10mL). The
combined organic phases were washed with a saturated NaCl
aqueous solution (2x10mL), dried over Na,SO,, filtered and
concentrated under vacuum. Reaction crudes were purified by
column chromatography on silica gel, obtaining the corresponding
racemic propargylic alcohols 1a-n (53-96%). See the Supporting
Information for details related to the full characterization of
synthesized alcohols.

General p e for the chemical oxidation of propargylic
alcohols 1a-n with the Dess-Martin reagent. To a solution of
propargylic alcohol 1a-n (227 mmol) in CH,Cl, (22.7 mL) placed in
a round bottom-flask, the Dess-Martin reagent (14 g, 3.2 mmol)
was added and the reaction stired at room temperature. The
reaction was followed by TLC analyses, observing the consumption
of the starting material after 4 h. After this time, a 50% v/v aqueous
solution of NaHCOy/Na,S,0; was added, and then extracted with
CH,Cl, (3x15 mL). The organic phases were combined and dried
over anhydrous Na,SO,, filtered and the solvent finally removed
under vacuum. The reaction crude was purified by column

ChemCatChem 2020, 12, 520-527 www.chemcatchem.org

excess values of alcohols (S)- 1 a-n by GC analyses.

General procedure for the bioreduction of propargylic ketones
2a-n using evo-1.1.200. To a 1.5 mL-Eppendorf tube containing
the corresponding propargylic ketone 2a-n (0.0125 mmol), DMSO
(56 pL), 'PrOH (25 pl), an aqueous solution of MgCl, (50 uL, 10 mM),
an aqueous solution of NADH (50 puL, 10 mM), buffer TrisHCl pH 7.5
(319 puL, 50 mM) and evo-1.1.200 (12 mg) were successively added.
Then, the Eppendorf tube was dosed and kept under orbital
shaking at 250 rpm at 30°C for 24 h. After this time, the solution
was extracted with EtOAc (3x0.5 mL), the organic layers combined,
dried over anhydrous Na,SO, and filtered. The resulting solution
was concentrated, measuring the conversion and the enantiomeric
excess values of alcohols 1a-n by GC analyses.

General p dure for the der. ion of propargylic alcohols
1a, c-e, i using the laccase from Trametes versicolor, TEMPO and
RasADH in analytical scale. To a solution of the corresponding
racemic propargylic alcohol 1a, c-e, i (0.05mmol) in a previously
oxygenated citrate buffer 50 mM pH 5.0 (2 mL) and MTBE (200 yL,
10% v/v) inside a microwave tube (19x130x3 mm) open to the
air, the laccase from Trametes versicolor (10 mg, 5U) and TEMPO
(2.40 mg, 0.015 mmol) were added. The mixture reacted for 16 h
with magnetic stiring at 30°C. After this time, the following
reagents were added: GDH (240 pL, 40 U), an aqueous solution of
D-glucose (240 pl, 500 mM), an aqueous solution of NADPH
(240 pL, 10 mM), an aqueous solution of NaOH 3 M (16.25 pL) to
adjust the pH to a value between 7.5 and 8.0, and lyophilized cells
of E. coli overexpressing RasADH (12 mg). The microwave tube was
closed and orbitally shaken at 250 rpm and 30°C for 24 h. After this
time, the mixture was extracted with EtOAc (3 x0.5 mL), combining
the organic layers, which were dried over anhydrous Na,SO; and
filtered. Then, the solution was concentrated and the conversion
and the enantiomeric excess values of the propargylic alcohols
were measured by GC analyses.

General procedure for the deracemization of propargylic alcohol
1a using the laccase from Trametes versicolor, TEMPO and evo-
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1.1-200 in analytical scale. To a solution of the comespondi

racemic propargylic alcohol Ta (0.05 mmol) in a previously oxy-
genated citrate buffer 50 mM pH 5.0 (2 mL) and MTBE (200 pL, 10%
Vv/v) inside a microwave tube (19x 130 x3 mm) open to the air, the
laccase from Trametes versicolor (10 mg, 5 U) and TEMPO (2.40 mg,
0015 mmol) were added. The mixture reacted for 16h with
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magnetic stirring at 30°C. After this time, the foll

were added: 'PrOH (250 uL), an aqueous solution of MgCIz (250 ul,
10 mM), an aqueous solution of NADH (250 pL, 10 mM), an aqueous
solution of NaOH 3M (16.25 L) to adjust the pH to a value
between 7.5 and 8.0, and evo-1.1.200 (12 mg). Then, the tube was
closed and kept under orbital shaking at 250 rpm at 30 °C for 24 h.
After this time, the mixture was extracted with EtOAc (3x0.5 mL),
combining the organic layers, which were dried over anhydrous
Na,SO, and filtered. Then, the solution was concentrated and the

[< ion and the er excess values of 1a were
measured by GC analyses.
General p for the d of 1-ph p-2-yn-

1-ol (1 a) using the laccase from Trametes verslralol, TEMPO and
RasADH at semi-preparative scale. To a solution of racemic alcohol
1a (035mmol) in a previously oxygenated citrate buffer 50 mM
pH50 (14 mL) and MTBE (14 mL, 10% v/v) inside a microwave
tube (19x130x3 mm) open to the air, the laccase from Trametes
versicolor (48 mg, 24 U) and TEMPO (16.50 mg, 0.105 mmol) were
added. The mixture reacted for 16 h with magnetic stirring at 30°C.
After this time, the following reagents were added: GDH (1.4 mL,
233U), an aqueous solution of D-glucose (1.4ml, 50 mM), an
aqueous solution of NADPH (1.4 mL, 10 mM), an aqueous solution
of NaOH 3 M (113.5 ul) to adjust the pH to a value between 7.5
and 8.0, and lyophilized cells of E. coli overexpressing RasADH
(82 mg). The microwave tube was closed and orbitally shaken at
250rpm and 30°C for 24 h. After this time, the mixture was
extracted with EtOAc (3x3 mL), combining the organic layers,
which were dried over anhydrous Na,SO, and filtered. Then, the
solution was concentrated and the conversion and the enantio-
meric excess values of (S)-1a were measured by GC analyses. The
product was finally purified by column chromatography on silica
gel (30% EtOAc/Hexane), obtaining the alcohol (S)-1a in 83%
isolated yield and 98 % ee.

General p for the d ization of 1-phenylprop-2-yn-
1-ol (1a) using the laccase from Trametes versicolor, TEMPO and
evo-1.1.200 at semi-preparative scale. To a solution of the
corresponding racemic propargylic alcohol 1a (0.35mmol) in a
previously oxygenated citrate buffer 50 mM pH 5.0 (14mL) and
MTBE (1.4 mL, 10% v/v) inside a microwave tube (19x130x3 mm)
open to the air, the laccase from Trametes versicolor (48 mg, 24 U)
and TEMPO (16.50 mg, 0.105mmol) were added. The mixture
reacted for 16 h with magnetic stirring at 30°C. After this time, the
following reagents were added: 'PrOH (788 L), an aqueous solution
of MgCl, (1.55 mL, 10 mM), an aqueous solution of NADH (1.55 mL,
10 mM), an aqueous solution of NaOH 3 M (113.5 L) to adjust the
pH to a value between 7.5 and 8.0, and evo-1.1.200 (80 mg). After
this time, the mixture was extracted with EtOAc (3x3 ml),
combining the organic layers, which were dried over anhydrous
Na,SO, and filtered. Then, the solution was concentrated and the

ion and the enanti ic excess values of (R)-1a were
measured by GC analyses. The product was finally purified by
column chromatography on silica gel (309% EtOAc/Hexane), obtain-
ing the alcohol (R)-1a in 79% isolated yield and 98 % ee.
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Bloque Il. Parte 1. Introduccion

I1.1 Procesos one-pot metal-enzima

El primer bloque de esta Tesis Doctoral se ha centrado en el uso de la
catalisis multienzimatica para desarrollar una metodologia eficiente de
desracemizacién de alcoholes propargilicos empleando una lacasa y una alcohol
deshidrogenasa. Teniendo en cuenta el potencial sintético de la catalisis metalica
sobre alquinos y sistemas propargilicos, en este segundo blogue se abordaran
diversas estrategias para acceder a moléculas quirales de interés, haciendo uso en
concreto de especies de oro(l) y de biocatalizadores como las alcohol
deshidrogenasas y transaminasas, que permiten modificar estereoselectivamente
grupos carbonilo a través de procesos de desimetrizacion.

Por un lado, la catélisis metalica es una metodologia tradicional y
consolidada para llevar a cabo distintos tipos de reacciones que involucren la
formacién y/o la activacién tanto de enlaces carbono—carbono como carbono-
heteroatomo. Por otro lado, la biocatalisis estd considerada hoy en dia como una
disciplina sintética en continua evolucion,®’ que permite el desarrollo de
transformaciones altamente selectivas en condiciones sostenibles. La combinacion
de ambas estrategias cataliticas en similares condiciones de reaccion supone un gran
reto hoy en dia, pues se podria acceder a muy diversas familias de compuestos
mediante procesos concurrentes desarrollados en one-pot.’*"**® De esta forma, este
tipo de reacciones presenta un gran nimero de ventajas con respecto a los métodos
tradicionales por pasos (stepwise), como evitar las etapas de purificacion vy
aislamiento de los intermedios de reaccion, reduciendo asi el tiempo y el coste
econémico y energético del proceso, lo que ademas permite disefiar sistemas en los
cuales el equilibrio quimico se encuentre desplazado hacia la direccién deseada.

230 (3) U. T. Bornscheuer, G. W. Huisman, R. J. Kazlauskas, S. Lutz, J. C. Moore, K. Robins, Nature
2012, 485, 185-194; (b) M. T. Reetz, Chem. Rec. 2016, 16, 2449-2459.
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Bloque Il. Parte I. Introduccion

A pesar de las ventajas que ofrecen estas combinaciones, su disefio no es
trivial ya que existen diversas limitaciones que hay que superar a la hora de disefiar
un proceso one-pot metal-enzima:

- El medio de reaccion natural de las enzimas es el agua, por lo que es
necesario realizar procesos en los que el catalizador metalico sea activo
y/lo no genere productos indeseados en un medio acuoso.
Alternativamente podria ser viable el uso de disolventes orgéanicos en
los que las especies metalicas, generalmente, desempefian mejor su
actividad catalitica, siempre y cuando el biocatalizador empleado sea
activo en esas condiciones, por ejemplo, si se encuentra inmovilizado.

- Ambos catalizadores deben ser compatibles entre si y en las
condiciones de reaccidon empleadas, evitando su inhibicion mutua, o la
de uno de ellos sobre el otro. En este punto también es necesario tener
en cuenta las temperaturas de reaccidn necesarias para cada etapa, o la
presencia de cofactores u otros aditivos necesarios para el correcto
funcionamiento de la enzima o el metal.

- Es necesario evitar o minimizar la formacion de subproductos debidos
a la reactividad cruzada de alguno de los catalizadores empleados en el
proceso con alguno de los sustratos o intermedios de la reaccion, ya que
minimizarian el rendimiento del proceso en cascada.

- Es necesaria la optimizacion de cada una de las etapas por separado,
pero también la del proceso en cascada, ya que la presencia de
determinadas especies intermedias o aditivos en el medio, asi como las
condiciones de reaccion elegidas, pueden afectar a alguna de las etapas
del proceso.

- Generalmente, el disefio operacional de los procesos que combinan
ambas metodologias es mas complejo, ya que el recipiente de reaccién
o el tipo de agitacion empleados pueden ser factores claves en este tipo
de transformaciones.
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Bloque Il. Parte 1. Introduccion

[1.1.1 Perspectiva historica

Como se ha comentado anteriormente, la busqueda y optimizacion de
condiciones de reaccion de los procesos metal-enzima desarrollados en one-pot es
clave para su desarrollo satisfactorio. En este contexto, se han descrito muy diversos
procesos en las Ultimas décadas. El primer ejemplo de este tipo de combinaciones
fue propuesto en 1980 por Roels y colaboradores,?®! consistente en una cascada
concurrente que combinaba la isomerizacion de la D-glucosa en D-fructosa
catalizada por una D-glucosa isomerasa, seguida de una etapa de hidrogenacion
catalizada por platino soportado sobre carbono (Esquema 30). El proceso se
desarrollé en medio acuoso y a una temperatura de 60 °C, permitiendo obtener el D-
manitol como producto mayoritario con un rendimiento del 46%.

D-Fructosa

OH OH OH OH
HO - -0 D-Glucosa isomerasa HO . : OH
OH OH Pt/C OH OH
D-Glucosa ] H 2 D-Manitol
- 46% rdto.
1 via
OH O
: OH
b HO Y
‘ OH OH
i

Esquema 30. Combinacidn de una isomerasay un catalizador de Pt para la obtencién de D-
manitol mediante un proceso en cascada.

Sin embargo, como se ha comentado en la Introduccion de esta Tesis
Doctoral, histéricamente, los procesos metal-enzima se han centrado en el desarrollo
de resoluciones cinéticas dinamicas, en las que un biocatalizador transforma
selectivamente uno de los dos enantiomeros de la mezcla racémica, mientras que el
catalizador metélico induce la racemizacion del enantiomero del sustrato de partida
que queda sin reaccionar.?®? Generalmente, este tipo de procesos han sido estudiados
mayoritariamente empleando lipasas inmovilizadas en un disolvente orgéanico,
aunque existen varios ejemplos descritos con otros tipos de enzimas no hidroliticas.

231 M. Makkee, A. P. G. Kieboom, H. van Bekkum, J. A. Roels, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1980,
930-931.
282 0, Verho, J.-E. Backvall, J. Am. Chem. Soc. 2015, 137, 3996-40009.

107



Bloque Il. Parte I. Introduccion

Un ejemplo interesante de un proceso de DKR, combinando biocatalisis y
especies metalicas, es el propuesto por Jia y colaboradores en el afio 2014.%% En este
trabajo se planted la sintesis de un precursor de la Rasagiline, farmaco cominmente
empleado en el tratamiento del Parkinson. La estrategia sintética involucra la
resolucion cinética dinamica de una amina, empleando nanoparticulas de Pd como
agente de racemizacion, y la lipasa de Candida antarctica de tipo B (CAL-B) para
transformar selectivamente uno de los dos enantiomeros de la amina racémica de
partida. Esta aproximacion se realiz6 a una escala de 73 g de sustrato de partida,
empleando tolueno como disolvente y metoxiacetato de isopropilo como donador
del grupo acilo, siendo posible de esta forma obtener el producto deseado con un
rendimiento aislado del 80% y un 97% de exceso enantiomérico (99% ee tras
recristalizacion, Esquema 31).

NH ! :

2 Lipasa CAL-B HN&O : H!“/\ :
Nanoparticulas de Pd N N\ . | ' \\ 1

_— :

e} i i

73 )\ ! Rasagiline 1
9 O)k/o\ 80% rdto. { 9 i

97% ee
(99% ee tras recristalizacion)

Esquema 31. Sintesis de un precursor del farmaco Rasagiline mediante un proceso de DKR
combinando una lipasa y nanoparticulas de Pd.

Mas recientemente, la combinacion en cascada de catalizadores metalicos y
enzimas se ha extendido mas alla de las estrategias de DKR, de manera que diversas
clases de enzimas han sido compatibles con procesos de:

234

- (Ciclo)isomerizacion, donde destaca el empleo de catalizadores de Ru~*" y

Pd 235
- Oxidacion, utilizando preferentemente catalizadores de Pd, como por
ejemplo en la oxidacion de Wacker-Tsuji de alquenos terminales,?®

233 G, Ma, Z. Xu, P. Zhang, J. Liu, X. Hao, J. Ouyang, P. Liang, S. You, X. Jia, Org. Process Res. Dev.
2014, 18, 1169-1174.

234 () N. Rios-Lombardia, C. Vidal, M. Cocina, F. Moris, J. Garcia-Alvarez, J. Gonzéalez-Sabin, Chem.
Commun. 2015, 51, 10937-10940; (b) B. Yang, C. Zhu, Y. Qiu, J.-E. Béckvall, Angew. Chem. Int. Ed.
2016, 55, 5568-5572.

235 M. J. Rodriguez-Alvarez, N. Rios-Lombardia, S. Schumacher, D. Pérez-Iglesias, F. Moris, V.
Cadierno, J. Garcia-Alvarez, J. Gonzalez-Sabin, ACS Catal. 2017, 7, 7753-7759.

236 (@) H. Sato, W. Hummel, H. Groger, Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 4488-4492; (b) F. Uthoff, H.
Sato, H. Groger, ChemCatChem 2017, 9, 555-558; (c) F. Uthoff, H. Groger, J. Org. Chem. 2018, 83,
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- Metétesis de olefinas catalizadas por especies de Ru, 344237

- Acoplamiento cruzado donde el empleo de diversas especies de paladio ha
jugado un papel destacado para llevar a cabo reacciones de Heck,?*®
Suzuki,?*® Sonogashira,?* Liebeskind-Srogl,**! y Buchwald-Hartwig.?*?

Sin embargo, hasta la fecha, todas las aproximaciones descritas que abordan
este tipo de combinacion se han realizado o bien de manera secuencial, o bien
empleando estrategias de compartimentalizacion para evitar la inactivacion de
alguno de los catalizadores involucrados en el proceso.

La combinacion de especies de oro y etapas biocataliticas en cascada es uno
de los temas centrales de esta Tesis Doctoral, por lo que a continuacion se mostraran
algunos ejemplos de este tipo de procesos descritos previamente en la bibliografia.

9517-9521; (d) D. Gonzalez-Martinez, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, Adv. Synth. Catal. 2019, 361,
2582-2593.

%7 (a) C. A. Denard, M. J. Bartlett, Y. Wang, L. Lu, J. F. Hartwig, H. Zhao, ACS Catal. 2015, 5, 3817-
3822; (b) A. Gomez Baraibar, D. Reichert, C. Miigge, S. Seger, H. Groger, R. Kourist, Angew. Chem.
Int. Ed. 2016, 55, 14823-14827; (c) S. Wu, Y. Zhou, D. Gerngross, M. Jeschek, T. R. Ward, Nat.
Commun. 2019, 10, 5060; (d) R. V. Maaskant, S. Chordia, G. Roelfes, ChemCatChem 2021, 13, 1607-
1613.

238 (a) M. Peng, E. Mittmann, L. Wenger, J. Hubbuch, M. K. M. Enggvist, C. M. Niemeyer, K. S. Rabe,
Chem. Eur. J. 2019, 25, 15998-16001; (b) M. C. Maier, A. Valotta, K. Hiebler, S. Soritz, K. Gavric, B.
Grabner, H. Gruber-Woelfler, Org. Process Res. Dev. 2020, 24, 2197-2207; (c) F. Lackner, K. Hiebler,
B. Grabner, H. Gruber-Woelfler, Catalysts 2020, 10, 1404; (d) N. Rios-Lombardia, M. J. Rodriguez-
Alvarez, F. Moris, R. Kourist, N. Comino, F. Lopez-Gallego, J. Gonzalez-Sabin, J. Garcia-Alvarez,
Front. Chem. 2020, 8, 139; (e) D. Schwendenwein, A. K. Ressmann, M. Entner, V. Savic, M. Winkler,
F. Rudroff, Catalysts 2021, 11, 932.

239 (a) E. Burda, W. Hummel, H. Gréger, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 9551-9554; (b) S. Borchert,
E. Burda, J. Schatz, W. Hummel, H. Grdger, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2012, 84, 89-93; (c) J. Paris, N.
Rios-Lombardia, F. Moris, H. Groger, J. Gonzalez-Sabin, ChemCatChem 2018, 10, 4417-4423; (d) D.
Gonzélez-Martinez, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, ChemCatChem 2019, 11, 5800-5807; (e) E.
Tassano, K. Merusic, I. Buljubasic, O. Laggner, T. Reiter, A. Vogel, M. Hall, Chem. Commun. 2020,
56, 6340-6343; (f) P. Luan, Y. Liu, Y. Li, R. Chen, C. Huang, J. Gao, F. Hollmann, Y. Jiang, Green
Chem. 2021, 23, 1960-1964; (g) N. Akporji, V. Singhania, J. Dussart-Gautheret, F. Gallou, B. H.
Lipshutz, Chem. Commun. 2021, 57, 11847-11850; (h) E. J. Craven, J. Latham, S. A. Shepherd, I. Khan,
A. Diaz-Rodriguez, M. F. Greaney, J. Micklefield, Nat. Catal. 2021, 4, 385-394.

240 5, Hassan, A. Ullrich, T. J. J. Mller, Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 1571-1576.

241 p, Schaaf, T. Bayer, M. Koley, M. Schniirch, U. T. Bornscheuer, F. Rudroff, M. D. Mihovilovic,
Chem. Commun. 2018, 54, 12978-12981.

242 (a) S. C. Cosgrove, M. P. Thompson, S. T. Ahmed, F. Parmeggiani, N. J. Turner, Angew. Chem. Int.
Ed. 2020, 59, 18156-18160; (b) C. M. Heckmann, F. Paradisi, Chem. Eur. J. 2021, 27, 16616-16620.
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11.1.2 Procesos one-pot oro-enzima

A pesar de la gran capacidad catalitica que presentan las especies de oro para
llevar a cabo distintos tipos de reacciones en condiciones suaves, tanto en medio
organico como acuoso,’’*!%* su empleo combinado con reacciones enzimaticas de
manera concurrente apenas ha sido explorado. Esta cooperacion ademas puede
ayudar a superar uno de los puntos débiles de la catalisis de Au(l), como es su
dificultad para mediar procesos estereoselectivos debido a la geometria lineal que
presentan estas especies (ver Introduccion), lo que abriria nuevas vias para la sintesis
de compuestos Opticamente activos.

El primer ejemplo de este tipo de combinaciones fue propuesto por
Asikainen y Krause en el afio 2009,%*% en el que se describio la hidrdlisis de distintos
ésteres alénicos catalizada por la lipasa PS Amano SD (lipasa de Burkholderia
cepacia inmovilizada sobre diatomita), seguida de la activacién carbofilica de la
funcion aleno presente en la molécula usando un catalizador de Au(lll) como es el
acido tetraclorodurico. De esta manera, se consiguid la resolucion cinética clasica
del éster de partida empleando como medio de reaccion una disolucién tampon de
fosfato, y una vez hidrolizado, el alcohol alénico resultante experimento una reaccién
de cicloisomerizacion catalizada por el catalizador de Au, dando lugar a distintos
2,5-dihidrofuranos dpticamente activos (Esquema 32).

§:' Lipasa PS Amano SD gz o + T\WH
. . o
AcO , .

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AcO
via

0-46% conv.

§: } 87-99% ce

Esquema 32. Primer ejemplo de la combinacion de un catalizador de oro y una enzima en
cascada, consistente en un proceso de hidrolisis-cicloisomerizacion.

Posteriormente, Toste y colaboradores describieron una aproximacion
similar para la obtencion de tetrahidrofuranos enantioenriquecidos.** En este caso
los autores emplearon como enzima, o la esterasa de higado de cerdo, o la lipasa PS

243 M. Asikainen, N. Krause, Adv. Synth. Catal. 2009, 351, 2305-2309.
244 7. ). Wang, K. N. Clary, R. G. Bergman, K. N. Raymond, F. D. Toste, Nat. Chem. 2013, 5, 100-
103.

110



Bloque Il. Parte 1. Introduccion

Amano, para llevar a cabo la hidrélisis del grupo éster presente en el sustrato de
partida, y por otro lado un catalizador de Au(l), MesPAu*, encapsulado en un clister
de galio tetraédrico, para realizar la activacion carbofilica del aleno. Gracias a esta
encapsulacion se evitd la inactivacion del catalizador debido a su coordinacion con
la enzima empleada. De esta manera, se consiguio llevar a cabo la reaccion de
cicloisomerizacion de distintos alenos, mediante un proceso en cascada, obteniendo
varios derivados de tetrahidrofurano con elevados excesos enantioméricos, pero
moderadas diastereoselectividades y conversiones (Esquema 33).

Esterasa de higado de cerdo
AcO

o
Lipasa PS Amano = O,
2 o~ -Q

19-32% conv.
15-38% ed
38-96% ee

O=Ga

Esquema 33. Proceso en cascada combinando una hidrolasa y un catalizador de Au(l)
encapsulado en un cluster de Ga para la sintesis estereoselectiva de tetrahidrofuranos.

Los primeros ejemplos de combinaciones one-pot empleando catalizadores
de oro y enzimas no hidroliticos no se describieron hasta hace menos de cinco afios,
donde el uso de oxidorreductasas despertd un gran interés. En este aspecto,
Gonzélez-Sabin y colaboradores mostraron, en el afio 2017, la combinacién de un
catalizador de Au(lll) y alcohol deshidrogenasas para obtener el acido y-
hidroxivalerico de manera 6pticamente activa mediante un proceso secuencial.?*> En
esta aproximacién se llevo a cabo la cicloisomerizacion del &cido pentinoico en
medio puramente acuoso empleando KAuUCl, como catalizador, observandose la
hidrolisis espontanea del intermedio lactona generado, produciendo de esta manera
la formacion del 4cido levulinico. Posteriormente, la adicién al medio de reaccién
de ADHs estereocomplementarias permitié obtener ambos enantiomeros del acido
y-hidroxivalerico con elevadas conversiones y selectividades (Esquema 34, a). En
este trabajo también se describe la sintesis de la y-valerolactona enantioenriquecida,
empleando un alcohol como disolvente de la reaccion de cicloisomerizacion, y se

25 M. J. RodrigueztAIvarez, N. Rios-Lombardia, S. Schumacher, D. Pérez-Iglesias, F. Moris, V.
Cadierno, J. Garcia-Alvarez, J. Gonzalez-Sabin, ACS Catal. 2017, 7, 7753-7759.
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obtuvo como productos intermedios distintos levulinatos, los cuales fueron
transformados por la accion de una ADH en los y-cetoésteres correspondientes. De
esta manera fue posible sintetizar la y-valerolactona a través de una ultima reaccion
de ciclacion espontanea (Esquema 34, b). En este trabajo también se describe la
sintesis de una y-hidroxiamida enantioenriquecida empleando una aproximacion
similar y N-tosilpent-4-inamida como sustrato de partida (Esquema 34, c).

a) 0 o)

OH
- OH __ADH MOH
NOH o )W
1 A0 0
>99% conv.
b ,{ \V\Eéo .0 97->99% ee
(6]
b) o O OH ciclacion
OR ADH )\/\(OR esponténea [e]
s _AbH __esponténea
/\AOH — )’K/Y I
0 ¢}

>99% conv.
96->99% ee
OH

o 0
ek, S NHTs __ ADH /k/YNHTs
///\)L NHTs ™0 M
0 0

96% conv.
>99% ee

Esquema 34. Combinacién de un catalizador de Au(l1l) y ADHs para obtener derivados del
dcido y-hidroxivalérico y y-valerolactona.

Turner y colaboradores describieron en el afio 2018 un proceso en cascada
gue combinaba la accién de una monoamino oxidasa (MAOQO) y el acido
tetracloroadrico para la obtencion de derivados de tetrahidroisoquinolina.?*® En esta
aproximacion, una MAO evolucionada genéticamente cataliz6 de manera
regioselectiva la formacion de un ion iminio en el carbono Cl de la
tetrahidroisoquinolina de partida, el cual a continuacion experiment6 una reaccién
de adicion electrdfila con un acetiluro de oro, generado a partir de un alquino
terminal y el catalizador de Au(l11). De esta manera se obtuvieron distintos derivados
de tetrahidroisoquinolina racémicos y funcionalizados selectivamente en el C1
(Esquema 35).

246 M. Odachowski, M. F. Greaney, N. J. Turner, ACS Catal. 2018, 8, 10032-10035.
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Tl wo . O

O—=n J) 0-88% rdto.

Esquema 35. Combinacién en cascada de una MAO y HAuCl, para la obtencion de
derivados de tetrahidroisoquinolina racémicos.

Existen algunos ejemplos mas de la combinacion de catalizadores de oro y
enzimas en procesos one-pot, sin embargo, en todos ellos se emplean las especies de
oro para llevar a cabo reacciones de hidratacion de alquinos, por lo que estos
ejemplos se discutiran en los antecedentes de los Capitulos 4 y 5 de esta Tesis
Doctoral.

I1.2 Transaminasas

En el Blogue I de esta Tesis Doctoral se han descrito las caracteristicas
generales del tipo de enzimas empleadas en el Capitulo 1, las lacasas y las alcohol
deshidrogenasas, que también se empleardn en el Capitulo 2. Debido a que las
transaminasas seran las enzimas utilizadas en el Capitulo 3, en este momento es
necesario describir su modo de accion.

Las aminotransferasas o transaminasas (TAs) pertenecen al grupo de las
transferasas y catalizan la transferencia reversible de un grupo amino de un donador
(generalmente una amina primaria), a un aceptor (un compuesto carbonilico como
una cetona o un aldehido), empleando piridoxal 5’-fosfato (pyridoxal 5’-phosphate,
PLP) como cofactor necesario para realizar esta transferencia (Esquema 36).24

247 (a) I. Slabu, J. L. Galman, R. C. Lloyd, N. J. Turner, ACS Catal. 2017, 7, 8263-8284; (b) M. D. Patil,
G. Grogan, A. Bommarius, H. Yun, Catalysts 2018, 8, 254.
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(0]

Transaminasa
Sustrato / \\ Producto | ° H o ‘
Aceptor de amina NH 0 ‘ HO I ;
2 ; | Ny~ TO0-P-OH |
{ ) { ) 1 = OH :
' N '

Donador de amina Coproducto | i

Esquema 36. Esquema general de la transferencia reversible de un grupo amino a un
compuesto carbonilico empleando una transaminasa.

El primer trabajo en el que se demostré que una enzima era capaz de catalizar
procesos de transaminacion fue descrito en el afio 1930 por Needham,?*® y desde ese
momento, se han descubierto, estudiado y evolucionado numerosas transaminasas,
con el fin de ser aplicadas en distintos procesos sintéticos. De esta manera, las
transaminasas pueden catalizar dos tipos de procesos estereoselectivos
principalmente:

- Biotransaminacidn de grupos carbonilos: Es, sin duda alguna, el proceso
sintético més interesante y mas ampliamente estudiado de este tipo de
enzimas, ya que permite obtener las correspondientes aminas con un
rendimiento maximo tedrico del 100%, al tratarse de un proceso de
desimetrizacion de un compuesto proquiral (Esquema 37, a). Sin
embargo, la termodindmica de esta transformacidn no es favorable, por
lo que es necesario aplicar distintas estrategias (ver Seccion 11.2.2) con
el fin de maximizar el rendimiento de la reaccion.

- Resolucidn cinética de aminas racémicas: Las transaminasas también
son capaces de catalizar la resolucion cinética de aminas racémicas
mediante la desaminacion de uno de los dos enantibmeros de la mezcla
racémica que es transformado en un derivado carbonilico, mientras el
otro permanece inalterado. De esta manera tan solo es posible obtener
un rendimiento maximo tedrico del 50% de un compuesto enantiopuro
(Esquema 37, b).

248 D, M. Needham, Biochem. J. 1930, 24, 208-227.
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Transaminasa NH;

/_\ *

Donador Co-producto 100% rdto.

de amina o .
maximo tedrico
Transaminasa OJOL OJ‘TZ
+
Aceptlor Co-producto
de amina

50% rdto.
maximo teérico

Esquema 37. Procesos estereoselectivos mediados por transaminasas: a) desimetrizacion
de compuestos carbonilicos proquirales; y b) resolucion cinética de aminas racémicas.

Las transaminasas se pueden clasificar en tres grandes grupos en funcion de
la naturaleza del sustrato sobre el que son capaces de actuar (Figura 14):%*°

- a-Transaminasas (a-TAs): Son enzimas muy especificas y solamente
aceptan sustratos que presenten un grupo acido carboxilico en la
posicién o al grupo amino.

- o-Transaminasas (w-TAs): Transfieren grupos amino hacia/desde
posiciones terminales espaciadas al menos por un atomo de carbono del
grupo &cido carboxilico.

- Amino Transaminasas (ATAs): Este tipo de transaminasas son las mas
versatiles de todas ya que no requieren de la presencia de un grupo acido
carboxilico en la molécula que se desea transformar. Por ello, son las
méas empleadas en sintesis organica permitiendo, entre otras, la
obtencién de aminas épticamente activas a partir de cetonas proquirales.

249 M. Hohne, U. T. Bornscheuer, Application of Transaminases en Enzyme Catalysis in Organic
Synthesis, Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2012, cap. 19.
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Tipo de transaminasa a-transaminasas o-transaminasas amino transaminasas
NH, COOH NH,
Donador de amina
COOH ,  NH
- cad 4 noacid — NHR o H = alquilo o arilo
= cadena de aminodcido = o Q= H, CHs, CoHs, CH,0H
Aceptor de amina .
eptor e amin a~—cetoglutarato a~—cetoglutarato piruvato

natural

Figura 14. Clasificacion de las transaminasas en funcién del donador y aceptor del grupo
amino empleado.

11.2.1 Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccidn que sigue este tipo de enzimas se ha estudiado en
profundidad para el caso de la aspartato aminotransferasa, y se puede considerar
analogo para el resto de TAs.?*® Se trata de un mecanismo completamente reversible
y se puede dividir en dos partes bien diferenciadas. En la primera de ellas (azul en el
Esquema 38), el PLP se encuentra unido al residuo de lisina (Lys) del centro activo
de la transaminasa mediante un enlace iminico, formando el intermedio conocido
como aldimina interna, la cual se encuentra estabilizada gracias a un aspartato (Asp)
o glutamato (Glu).?®* Posteriormente reacciona con el donador del grupo amino (L-
alanina, por ejemplo) para generar una aldimina externa, de manera que se produce
la transferencia del grupo amino desde el donador al complejo PLP-transaminasa.
Posteriormente, la lisina presente en el centro activo cataliza la isomerizacion del
doble enlace de la aldimina externa generando una cetimina, la cual experimenta una
reaccion de hidrolisis, generando la piridoxamina 5’-fosfato (pyridoxamine 5’-
phosphate, PMP) y el subproducto del proceso de transaminacion, el acido pirdavico
en este caso.

En la segunda parte del mecanismo (verde en el Esquema 38), el PMP
reacciona con el aceptor de amina (por ejemplo, una cetona) generando una cetimina,
gue es transformada en una aldimina externa mediante un proceso de isomerizacion,
mediado de nuevo por la lisina catalitica, y posterior protonacion. Finalmente, esta

250 (3) J. M. Goldeberg, J. F. Kirsch, Biochemistry 1996, 35, 5280-5291; (b) H. Mizuguchi, H. Hayashi,
K. Okada, I. Miyahara, K. Hirotsu, H. Kagamiyama, Biochemistry 2001, 40, 353-360.
21 A C. Elliot, J. F. Kirsch, Annu. Rev. Biochem. 2004, 73, 383-415.
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aldimina reacciona con la lisina catalitica, dando lugar al producto de transaminacion
y regenerando el PLP, el cual serd empleado en un nuevo ciclo catalitico.?

OH

o
Aldimina OF% %OH
externa \ H
H H N -
20,P0 ‘ k‘ Cetimina

#03P0 =
\

043P0 ‘
H NG Acido piravico

ILJ>/:§T'<\

NH2

H (0]
L-Alanina )SrOH
Lys-NH, H,0 (0]
H N
z \/\Lys H H NH,
OH
Z04PO ‘ = ) OH
- "04PO0 ‘ X PMP
N
Aldimina !
interna H N
-7 YO Transaminasa TO H
o) 0 € mmmmm e eemeeeeeeaas
\E NH, o}
N Asp/Glu

H
Lys-NH, \(O

H. N
OH 2-
2:0,PO | N H 03P0O
+. 2

Aldimina A H Cetimina
externa \ -
\ 204P0 ‘ (‘ g H*

N
)

H

Esquema 38. Mecanismo de la reaccién de transaminacién empleando una transaminasa y
L-alanina como donador del grupo amino.

11.2.2 Termodinamica de la reaccién de biotransaminacion

El proceso de transaminacién de un compuesto carbonilico empleando como
donador de grupo amino un aminoacido, como la alanina, se encuentra desfavorecido
termodindmicamente, por lo que, si se desea sintetizar una amina mediante este
procedimiento, es necesario desplazar el equilibrio de la reaccidn en el sentido
deseado (Esquema 39).2%

252 K, E. Cassimjee, B. Manta, F. A. Himo, Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 8453-8464.

253 (@) P. Tufvesson, J. Lima-Ramos, J. S. Jensen, N. Al-Haque, W. Neto, J. M. Woodley, Biotechnol.
Bioeng. 2011, 108, 1479-1493; (b) M. Voges, R. Abu, M. T. Gundersen, C. Held, J. M. Woodley, G
Sadowski, Org. Process Res. Dev. 2017, 21, 976-986; (c) B. Manta, K. E. Cassimjee, F. Himo, ACS
Omega 2017, 2, 890-898.
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0 Reaccion NH,
O)k principal O)\
Sustrato Producto

Transaminasa

Donador de amina Co-producto — Re_acc!c?nes en cascada
Co-sustrato Reaccion > (eliminacion del co-producto)
acoplada ‘
Exceso de donador Regeneracion Eliminacion
de amina

Esquema 39. Desplazamiento del equilibrio de la reaccion de transaminacion hacia la
formacién de la amina deseada.

El donador del grupo amino natural de las amino transaminasas es la
alanina,®* la cual es transformada en &cido pirdvico (ver Esquema 40). Esta descrito
gue este compuesto provoca la progresiva inhibicion de las transaminasas cuando se
acumula en elevadas concentraciones,*®?*® de ahi que la utilizacion de un gran
exceso molar de alanina no tenga el efecto deseado de desplazar el equilibrio de la
reaccion. Por tanto, resulta esencial eliminar el acido pirdvico del medio, y con este
fin, se han desarrollado diversas aproximaciones que implican el empleo de otras
enzimas:

- Alanina deshidrogenasa (AlaDH) como estrategia de regeneracion del
donador de amina:?>® Permite transformar el acido pirivico generado en
alanina, lo que permite su uso en cantidades cataliticas. Sin embargo,
esta metodologia requiere el empleo de otra enzima adicional (GDH o
FDH), ya que es necesario regenerar el cofactor pirimidinico empleado
por la AlaDH (Esquema 40, verde).

- Lactato deshidrogenasa (LDH) como estrategia de eliminacién del co-
producto:?*® Mediante esta metodologia el &cido pirvico se transforma
en acido lactico mediante un proceso de reduccién siendo necesaria la

254 Se emplea L o D-alanina en funcidn de la selectividad de la transaminasa empleada. L-Alanina para
las ATAs (S)-selectivas y D-alanina para las ATAs (R)-selectivas.

255 D, Koszelewski, I. Lavandera, D. Clay, G. M. Guebitz, D. Rozzell, W. Kroutil, Angew. Chem. Int.
Ed. 2008, 47, 9337-9340.

256 (@) J. S. Shin, B. G. Kim, Biotechnol. Bioeng. 1999, 62, 206-211; (b) D. Kozelewski, I. Lavandera,
D. Clay, D. Rozzell, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2008, 350, 2761-2766; (c) N. Richter, J. E.
Farnberger, D. Pressnitz, H. Lechner, F. Zepeck, W. Kroutil, Green Chem. 2015, 17, 2952-2958.
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presencia de un cofactor pirimidinico y su correspondiente sistema de
regeneracion (Esquema 40, azul).

Piruvato descarboxilasa (PDC) como estrategia de eliminacion del co-
producto:?®” En este caso el acido pirGivico experimenta una reaccion de
descarboxilacion catalizada por la PDC, generando CO; y acetaldehido.
Esta metodologia presenta las ventajas de no requerir la adicion de un
cofactor adicional y que la formacion de CO; desplaza el equilibrio de
reaccion en el sentido deseado de manera cuasi-irreversible. Sin
embargo, la presencia de acetaldehido puede ser un problema ya que
algunas transaminasas son capaces de catalizar su transformacién en
etilamina, por lo que se suele requerir un exceso mayor del donador de
amina (Esquema 40, naranja).

Transaminasa NH;

Sustrato / \ ,,,,,,, Producto

NH, e i OH
)ﬁ(OH } )S(OH ! A}(OH
o A N . o
Alanina 1 Acido pirL]vicoj NAD(P)H LDH NAD(P) Acido lactico
(donador de amina) ~~ "7 \—/
Sistema de regeneracion
+ del cofactor
H,O NH,

NAD(P)* AlaDH  NAD(P)H

~_ 7

Sistema de regeneracion
del cofactor

Esquema 40. Estrategias para la regeneracion de la alanina (verde), y para la eliminacion
del &cido pirdvico (azul y naranja).

En los ultimos afios se ha estudiado la posibilidad de utilizar un donador del
grupo amino distinto al natural. Entre todas estas alternativas destaca el uso de
isopropilamina (Esquema 41, a), ya que es un reactivo de bajo coste econémico,
ademas de ser aquiral por lo que puede ser empleado tanto con ATAs (S)- como (R)-
selectivas. Por otro lado, el Gnico subproducto de la reaccién es la acetona, producto

257 (@) M. D. Truppo, N. J. Turner, J. D. Rozzell, Chem. Commun. 2009, 2127-2129; (b) M. Hoéhne, S.
Hiihl, K. Robins, U. T. Bornscheuer, ChemBioChem 2008, 9, 363-365.
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facilmente eliminable del medio debido a su bajo punto de ebullicion.”® Sin
embargo, el empleo de isopropilamina como donador de amina presenta la
desventaja de requerir grandes excesos molares (>40 equivalentes) para desplazar el
equilibrio de reaccion hacia la formacion de la amina deseada si no se elimina la
acetona. Ademas, muy pocas transaminasas naturales son capaces de aceptar este
donador de amina ya que, debido a su pequefio tamafio y gran nucleofilia, puede
verse afectada su coordinacion al centro activo de la enzima, asi como a dar lugar a
procesos de inhibicion en presencia de elevadas concentraciones de esta amina.?>®
Con el fin de solventar esta limitacion, y debido a las ventajas tanto operacionales
como econdmicas que presenta el empleo de isopropilamina en lugar de alanina (no
es necesaria la adicion de enzimas auxiliares para eliminar o reciclar el acido
piravico), se han modificado un gran ndmero de transaminasas naturales mediante
técnicas de biologia molecular para que sean capaces de catalizar diferentes procesos
utilizando esta amina, %26

Por otro lado, al igual que en los procesos de biorreduccion, en los Gltimos
afios se ha investigado el empleo de smart cosubstrates como donadores del grupo
amino en reacciones de biotransaminacion, siendo Unicamente necesario Su uso en
cantidades préacticamente equimolares con respecto al sustrato.**?! Este tipo de
sustratos experimentan reacciones espontaneas de ciclacion o polimerizacion tras el
proceso de transaminacion, por lo que son capaces de desplazar el equilibrio quimico
de la reaccion de manera cuasi-irreversible hacia la formacion de la amina deseada
(Esquema 41, b-e). Generalmente, las diaminas suelen ser el tipo de smart
cosubstrates mas empleado, ya que generan un aminoaldehido intermedio, el cual
experimenta una reaccion espontanea de ciclacion irreversible, 326

258 (@) P. Tufvesson, M. Nordblad, U. Krilhne, M. Schiirmanm, A. Vogel, R. Wohlgemuth, J. M.
Woodley, Org. Process Res. Dev. 2015, 19, 652-660; (b) P. Kelefiotis-Stratidakis, T. Tyrikos-Ergas, .
V. Pavlidis, Org. Biomol. Chem. 2019, 17, 1634-1642.

259 R. Abu, J. M. Woodley, ChemCatChem 2015, 7, 3094-3105.

260 (3) C. K. Savile et al. Science 2010, 329, 305-309; (b) M. Hohne, S. Schétzle, H. Jochens, K. Robins,
U. T. Bornscheuer, Nat. Chem. Biol. 2010, 6, 807-813.

261 (a) A. P. Green, N. J. Turner, E. O’ Reilly, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 10714-10717; (b) I.
Slabu, J. L. Galman, N. J. Weise, R. C. Lloyd, N. J. Turner, ChemCatChem 2016, 8, 1038-1042; (c) A.
Gomm, W. Lewis, A. P. Green, E. O’Reilly, Chem. Eur. J. 2016, 22, 12692-12695; (d) S. E. Payer, J.
H. Schrittwieser, W. Kroutil, Eur. J. Org. Chem. 2017, 2553-2559; (e) S. Grigoriou, P. Kugler, E.
Kulcinskaja, F. Walter, J. King, P. Hill, V. F. Wendisch, E. O’Reilly, Green Chem. 2020, 22, 4128-
4132; (f) C. A. McKenna, M. Stiblarikova, 1. de Silvestro, D. J. Campopiano, A. L. Lawrence, Green
Chem. 2022, 24, 2010-2016.

120



Bloque Il. Parte 1. Introduccion

o} NH,

O)L Transaminasa O/k
Sustrato /\ Producto

Co-sustrato

Donador de amina Co-producto
a) b) = >
NH, o T IS NH, Y Polimerizacién
i | _— NH ———
)\ _— )k Sy NH, Cog i
Gran exceso 1.0-1.5 equiv.

c) @)"
( N
HN > NH, 'E\>N Trimerizacion {" [ N
1.0-3.0 equiv. b
n
d)

NH, N\ Oxidacion N\
A, ——= [ Ot
N N

5.0 equiv.
e) NH,
(\/ i+/
NH N Dimerizacion : N N
1.0 equiv.

Esquema 41. Desplazamiento del equilibrio de la reaccion de biotransaminacién
empleando: a) isopropilamina; y b-e) smart cosubstrates.

Otra alternativa es el disefio de un proceso en el cual el producto propio de
la reaccion de biotransaminacién dé lugar a una transformacion espontanea, o sea
consumido de alguna otra forma. Un ejemplo de ello es el trabajo propuesto por
nuestro grupo de investigacién en el cual, tras una reaccién de biotransaminacién se
genera un aminoéster, el cual experimenta una reaccion espontanea de ciclacion
generando una lactama, desplazando asi el equilibrio de la reaccién en el sentido
deseado (Esquema 42).2%?

o NH; Ciclacion n
(o) Transaminasa mo espontanea &
O)W \O Donador de amina " o \O o H
PLP

o
- HO
n=1,2 \O

Esquema 42. Desplazamiento del equilibrio de una reaccion de biotransaminacion mediante
un proceso quimico esponténeo del producto generado.

262 A Mourelle-Insua, L. A. Zampieri, |. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, Adv. Synth. Catal. 2018, 360,
686-695.
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11.2.3 Transaminasas en sintesis organica

Las transaminasas se han convertido en una de las subclases de enzimas méas
empleadas en sintesis organica, destacando especialmente su papel como
biocatalizadores en procesos de desimetrizacion de cetonas proquirales para la
obtencion de aminas Gpticamente activas,?*"?* las cuales son compuestos de gran
importancia en la industria farmacéutica y agroquimica.”®*

Al igual que ocurre con las ADHs en la reduccion de grupos carbonilo, las
transaminasas son una alternativa sostenible a la reaccién de hidrogenacion
asimétrica de iminas de Noyori para la obtenciébn de aminas Opticamente
activas.’®?%®  Ademas, aunque existen algunos ejemplos de reacciones de
transaminacion catalizadas por especies metalicas, especialmente de Zn?*, AP,
Fe**/Fe’*, o Cu*, generalmente suelen requerirse temperaturas muy elevadas y las
selectividades de estos procesos suelen ser moderadas.?®®

Uno de los ejemplos més clasicos que pone de manifiesto el potencial de
estas enzimas ha sido la sintesis del antidiabético Sitagliptina, desarrollado en un
trabajo colaborativo por personal de las empresas Codexis y Merck.®® Esta
investigacion supuso una alternativa sintética a la sintesis establecida para este
compuesto, la cual se basaba en una reaccién de hidrogenacion de una enamina
empleando un catalizador de Rh a una presion de hidrégeno de 250 psi. A través de
un proceso de evolucion dirigida, se logrd desarrollar una transaminasa de la especie
de Arthrobacter con un total de 27 mutaciones en su secuencia de aminodcidos, la
ArRmutll-TA, con la cual fue posible obtener el precursor directo de la Sitagliptina
con un rendimiento del 92% y de manera enantiopura utilizando isopropilamina
como donador de amino (Esquema 43). Esta alternativa enzimética supuso una nueva
ruta sintética, con mejor rendimiento y una disminucién de la generacion de
residuos.?®’

263 () H. Sun, H. Zhang, E. L. Ang, H. Zhao, Bioorg. Med. Chem. 2018, 26, 1275-1284; (b) J. Chapman,
A. E. Ismail, C. Z. Dinu, Catalysts 2018, 8, 238; (c) S. A. Kelly, S. Mix, T. S. Moody, B. F. Gilmore,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 2020, 104, 4781-4794.

264 0. 1. Afanasyev, E. Kuchuk, D. L. Usanov, D. Chusov, Chem. Rev. 2019, 119, 11857-11911.

265 D, Sakamoto, ACS Catal. 2022, 12, 10793-10800.

266 (a) Y. Xie, H. Pan, M. Liu, X. Xiao, Y. Shi, Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 1740-1748; (b) R. J. Mayer,
H. Kaur, S. A. Rauscher, J. Moran, J. Am. Chem. Soc. 2021, 143, 19099-19111.

267 A, A. Desai, Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 1974-1976.
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Esquema 43. Sintesis de la Sitagliptina empleando una transaminasa evolucionada.

Recientemente, Renata y colaboradores han descrito la primera sintesis total
del acido Jomtonico A, un producto natural con propiedades antidiabéticas y
antiteratogénicas.?®® Para ello, en un primer paso, los autores desarrollaron la
resolucion cinética dinamica de un a-cetoacido catalizada por una o-transaminasa
evolucionada. De esta manera fue posible obtener el derivado de aminoacido
deseado con un 66% de rendimiento y una excelente selectividad (Esquema 44).

©)Ym L L ©/'Ym

200 mg 66% rdto.
>20:1 rd
99% ee

Esquema 44. Resolucién cinética dinamica de un o-cetoacido catalizada por una
transaminasa modificada en la sintesis total del &cido Jomténico A.

Mas recientemente, Zhang y colaboradores han descrito la sintesis de un
precursor directo del Rimegepant, farmaco empleado en el tratamiento de las
migrafias.®®® En esta propuesta se ha empleado una transaminasa modificada
genéticamente de Chromobacterium violaceum e isopropilamina como donador del
grupo amino, de manera que fue posible obtener el compuesto deseado con un
rendimiento aislado del 80% y de manera enantiopura a una escala de reaccién del
kg de sustrato (Esquema 45).

268 F. Li, L.-C. Yang, J. Zhang, J. S. Chen, H. Renata, Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 17680-17685.
269y, Ma, X. Jiao, Z. Wang, H. Mu, K. Sun, X. Li, T. Zhao, X. Liu, N. Zhang, Org. Process Res. Dev.
2022, 26, 1971-1977.
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Esquema 45. Sintesis de un precursor del Rimegepant empleando una transaminasa.
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11.3 Sistemas alilicos: Importancia de alcoholes y aminas alilicos

Los sistemas alilicos, especialmente los alcoholes y aminas, constituyen una
estructura quimicamente muy interesante debido a la presencia de dos grupos
funcionales que pueden ser modificados de manera sencilla. En este aspecto, los
alcoholes alilicos enantioenriquecidos se han empleado como sustratos de partida en
la sintesis de diversos compuestos de interés, como por ejemplo de un inhibidor de
la dipeptidil petidasa 1V,>® o del (R)-(-)-baclofeno, un inhibidor de la &cido y-
aminobutirico aminotransferasa (GABA),?* entre otros.

En cuanto a la funcion de las aminas alilicas, estas estructuras son de gran
interés debido a que se encuentran presentes en numMerosos compuestos
bioldgicamente activos como, entre otros, la terbinafina o la naftifina, farmacos
empleados como antimicéticos, o la himandravina, un producto natural utilizado
como agente antiespasmodico.?"2

Ademas, este tipo de compuestos pueden experimentar la reaccién de
sustitucidn alilica, en la que se emplea un catalizador metalico, generalmente una
especie de Pd,?”® aunque existen ejemplos descritos utilizando otros metales de
transicion.?’*

Una manera de obtener alcoholes y aminas alilicas enantioenriquecidas es
mediante una reaccion de desimetrizacion de una cetona a,B-insaturada, empleando

270 (@) S. D. Edmondson et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 3048-3052; (b) S. D. Edmondson et
al. J. Med. Chem. 2006, 49, 3614-3627.

271 E. Brenna, N. Caraccia, C. Fuganti, D. Fuganti, P. Grasselli, Tetrahedron: Asymmetry 1997, 8, 3801~
3805.

272 \W.-Y. Zhang, P. C. Hogan, C.-L. Chen, J. Niu, Z. Wang, D. Lafrance, O. Gilicky, N. Dunwoody,
M. Ronn, Org. Process Res. Dev. 2015, 19, 1784-1795.

213 O, Pamies et al. Chem. Rev. 2021, 121, 4373-4505.

274 (a) N. A. Butt, W. Zhang, Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 7929-2967; (b) Q. Cheng, H.-F. Tu, C. Zheng,
J.-P. Qu, G. Helmchen, S.-L. You, Chem. Rev. 2019, 119, 1855-1969; (c) D. Ghorai, A. Cristofol, A.
W. Kleij, Eur. J. Inorg. Chem. 2022, €202100820.
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para ello ADHs o ATAs como catalizadores. Para acceder a este tipo de precursores,
el reagrupamiento de Meyer-Schuster de alcoholes propargilicos se considera una
aproximacion adecuada, la cual se mostrara en detalle a continuacion.

1.4 Reagrupamiento de Meyer-Schuster de alcoholes
propargilicos

Una de las transformaciones mas caracteristicas que pueden experimentar
los alcoholes propargilicos es el llamado reagrupamiento de Meyer-Schuster,
mediante el cual es posible obtener compuestos carbonilicos a,B-insaturados.”” Esta
reaccion se entiende formalmente como una transposicion 1,3 del grupo hidroxilo
del alcohol propargilico, seguido de un proceso redox en el cual se oxida el grupo
alcohol y se reduce el triple enlace C—C (Esquema 46, a). Si el alcohol propargilico
de partida presenta un enlace C-H en la posicion B respecto al grupo hidroxilo, se
produce el reagrupamiento de Rupe, el cual compite con el reagrupamiento de
Meyer-Schuster, y se entiende como una migracién 1,2 del alcohol (Esquema 46,
b).?’® Ambos tipos de reagrupamientos han sido ampliamente estudiados para la
obtencion de diversas moléculas de interés,?”” y suponen una alternativa sostenible
para la sintesis de compuestos o, B-insaturados, ya que son reacciones que transcurren
con total economia atdmica al tratarse de procesos de isomerizacién. No solo los
alcoholes sufren este tipo de reagrupamientos, ya que también los ésteres
propargilicos pueden experimentar este tipo de reactividad.

275 (@) K. H. Meyer, K. Schuster, Chem. Ber. 1922, 55, 819; (b) D. A. Engel, G. B. Dudley, Org. Biomol.
Chem. 2009, 7, 4149-4158; (c) V. Cadierno, P. Crochet, S. E. Garcia-Garrido, J. Gimeno, Dalton Trans.
2010, 39, 4015-4031.

276 (a) H. Rupe, E. Kambli, Helv. Chim. Acta 1926, 9, 672; (b) G. F. Hennion, R. B. Davis, D. E.
Maloney, J. Am. Chem. Soc. 1949, 71, 2813-2814.

277 (@) S. C. Welch, C. P. Hagan, D. H. White, W. P. Fleming, J. W. Trotter, J. Am. Chem. Soc. 1977,
99, 549-556; (b) A. C. Eddine, A. Daich, A. lJilale, B. Decroix, Heterocycles 1999, 51, 2907; (c) H.
Stark, B. Sadek, M. Krause, A. Hiils, X. Ligneau, C. R. Ganellin, J.-M. Arrang, J. C. Schwartz, W.
Schunack, J. Med. Chem. 2000, 43, 3987-3994; (d) D. Colombo, G. Bombieri, R. Lenna, N. Marchini,
E. Modica, A. Scala, Steroids 2006, 71, 745-750; (e) R. Beretta, M. Gallotti, U. Penné, A. Porta, J. F.
G. Romero, G. Zanoni, G. Vidari, J. Org. Chem. 2015, 80, 1601-1609; (f) W. C. Chan, K. Koide, Org.
Lett. 2019, 20, 7798-7802; (g) J. Liu, L. Zhou, Y. Zou, Q. Wang, A. Goeke, Org. Biomol. Chem. 2020,
18, 7832-7836.
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Esquema 46. Reagrupamientos de Meyer-Schuster y Rupe de alcoholes propargilicos.

Tradicionalmente, ambos reagrupamientos transcurrian empleando
condiciones fuertes de reaccién, como elevadas temperaturas y medios acidos, lo que
hacia que, originalmente, estas transformaciones no fueran compatibles con la
presencia de otros grupos funcionales. EI mecanismo de reaccion de estos dos
reagrupamientos (Esquema 47) tiene una primera etapa comun en la que se produce
la protonacion del grupo hidroxilo, generando un carbocatién mediante la pérdida de
una molécula de agua. Posteriormente, sus mecanismos divergen a través de dos
rutas independientes:

- Meyer-Schuster: Una vez generado el carbocatién en la posicion
propargilica A, este se encuentra en equilibrio con su forma resonante
B, cuya formacién se puede explicar como una transposiciéon 1,3 del
carbocation generado. Posteriormente, se produce el ataque nucledfilo
de una molécula de agua a la especie B, para formar el alenol C, el cual
evoluciona mediante una reaccion de tautomerizacion generando el
compuesto o,B-insaturado D. Este alenol intermedio C puede reaccionar
con distintos electréfilos permitiendo incorporar diferentes sustituciones

en la posicion a al grupo carbonilo (Esquema 47, a).?"

- Rupe: Tras generar el carbocation E, se produce una eliminacién del
hidrogeno en o al carbocation, generando el enino F, el cual experimenta
una reaccién de hidrataciéon del triple enlace C-C para generar el
compuesto a,B-insaturado G (Esquema 47, b).

278 D. Roy, P. Tharra, B. Baire, Asian J. Org. Chem. 2018, 7, 1015-1032.
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O’G\D*L é”\o oo

Esquema 47. Mecanismo de reaccion de los reagrupamientos de: a) Meyer-Schuster; y b)
Rupe.

Aunque tradicionalmente, la manera mas comUn de producir el
reagrupamiento de Meyer-Schuster ha sido mediante el empleo de &cidos de
Bronsted,?”® recientemente se han descrito nuevas metodologias utilizando
catalizadores metéalicos, con el fin de llevar a cabo esta transformacién bajo
condiciones més suaves de reaccion. Asi, se conocen multiples ejemplos del uso de
catalizadores de vanadio,?"92?% rutenio,”®! indio,?® o hierro,?®® entre otros.?"s*<?"°
Actualmente, las especies de oro son las mas frecuentemente empleadas para
catalizar el reagrupamiento de Meyer-Schuster, mostrandose varios ejemplos a
continuacion al tratarse de la reaccion metélica de estudio en los Capitulos 2 y 3 de
esta Tesis Doctoral.

279 (a) F. Justaud, A. Hachem, R. Grée, Eur. J. Org. Chem. 2021, 514-542; (b) L. Radtanajiravong, J.
Peters, J. Hummell, S. Diez-Gonzélez, Org. Biomol. Chem. 2022, 20, 7338-7342.

280 () B. M. Trost, X. Luan, Y. Miller, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 12824-12833; (b) A. Antifiolo, F.
Carrillo-Hermosilla, V. Cadierno, J. Garcia-Alvarez, A. Otero, ChemCatChem 2012, 4, 123-128; (c) B.
M. Trost, J. S. Tracy, Acc. Chem. Res. 2020, 53, 1568-1579.

281 (@) M. Picquet, C. Bruneau, P. H. Dixneuf, Chem. Commun. 1997, 1201-1202; (b) M. Picquet, A.
Fernandez, C. Bruneau, P. H. Dixneuf, Eur. J. Org. Chem. 2000, 2361-2366; (c) V. Cadierno, S. E.
Garcia-Garrido, J. Gimeno, Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 101-110; (d) V. Cadierno, P. Crochet, J.
Gimeno, Synlett 2008, 1105-1124.

282 (3) D. A. Engel, S. S. Lopez, G. B. Dudley, Tetrahedron 2008, 64, 6988-6996; (b) V. Cadierno, J.
Francos, J. Gimeno, Tetrahedron Lett. 2009, 50, 4773-4776; (c) Y. Onishi, Y. Nishimoto, M. Yasuda,
A. Baba, Org. Lett. 2014, 16, 1176-1179; (d) J. Francos, J. Borge, J. Diez, S. E. Garcia-Garrido, V.
Cadierno, Catal. Commun. 2015, 63, 10-14.

283 () B. Alcaide, P. Almendros, S. Cembellin, T. Martinez del Campo, Adv. Synth. Catal. 2015, 357,
1070-1078; (b) N. Rios-Lombardia, L. Cicco, K. Yamamoto, J. A. Hernandez-Fernandez, F. Moris, V.
Capriati, J. Garcia-Alvarez, J. Gonzélez-Sabin, Chem. Commun, 2020, 56, 15165-15168.
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I1.4.1 Reagrupamiento de Meyer-Schuster catalizado por especies de Au(l)

La capacidad de los &cidos de Lewis blandos para coordinarse y activar
enlaces w los convierte en excelentes catalizadores para promover este tipo de
reacciones de isomerizaciéon. En este contexto, histéricamente, las especies de
mercurio han sido empleadas para catalizar el reagrupamiento de Meyer-Schuster,?®*
sin embargo, debido a su elevada toxicidad, a su uso en cantidades estequiométricas,
y a las condiciones de reaccién agresivas requeridas, se han sustituido,
especialmente, por catalizadores de oro.

Uno de los trabajos pioneros en este campo fue el descrito por Dudley y
colaboradores en el afio 2007 (Esquema 48).%® Para ello, se empleé AuCl como
catalizador junto con AgSbFs. Mediante su uso se logré aumentar la selectividad del
proceso hacia la formacion de los isbmeros E de los productos deseados con respecto
a un trabajo previo del mismo grupo en el cual se utilizé tnicamente AuCl; como
catalizador.?®®

OH

o)
AgSbF,
A N
Oj\ THF:CH,Cl, OFt

OEt

70-93% rdto.
47->99% E

Esquema 48. Primer ejemplo del reagrupamiento de Meyer-Schuster catalizado por una
especie de Au(l).

Desde ese momento, numerosos ejemplos del empleo de catalizadores de
Au(l) para producir el reagrupamiento de Meyer-Schuster han sido descritos y
recogidos en varias revisiones bibliograficas.?"*"¢2"8279287 De entre todos ellos, cabe
destacar el propuesto por Nolan y colaboradores, en el cual se describe el uso, por
primera vez, de un catalizador de Au(l) de tipo NHC para llevar a cabo el
reagrupamiento de Meyer-Schuster.?® Asi, se estudio el comportamiento de distintos

284 (a) G. F. Hennion, F. P. Kupiecki, J. Org. Chem. 1953, 18, 1601-1609; (b) D. Szemenyei, D.
Steichen, J. E. Byrd, J. Mol. Catal. 1977, 2, 105-117; (c) J. E. Byrd, J. Mol. Catal. 1983, 19, 119-138;
(d) J. S. Yadav, V. Prahlad, B. Muralidhar, Synth. Commun. 1997, 27, 3415-3418; (e) Y. Li, H. Huang,
J. Liu, P. Yan, H. Liu, Q. Sun, X. Wang, C. Wang, Steroids 2011, 76, 1615-1620.

255, S, Lopez, D. A. Engel, G. B. Dudley, Synlett 2007, 949-953.

286 D, A. Engel, G. B. Dudley, Org. Lett. 2006, 8, 4027-4029.

287 ), Garcia-Alvarez, S. E. Garcia-Garrido, P. Crochet, V. Cadierno, Curr. Top. Catal. 2012, 10, 35-
56.

288 R. S. Ramdn, N. Marion, S. P. Nolan, Tetrahedron 2009, 65, 1767-1773.
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catalizadores de tipo NHC, como el IMes [1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-1,3-dihidro-
2H-imidazol-2-ilideno], el IPr [1,3-bis-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dihidro-2H-
imidazol-2-ilideno] y el 1tBu [1,3-bis-tert-butil-2,3-dihidro-2H-imidazol-2-ilideno]
(Esquema 49, a), obteniéndose los mejores resultados al emplear IPrAuCl junto con
AgShbFe.

El mecanismo de esta transformacion (Esquema 49, b) comienza con una
reaccion de intercambio del anion entre el catalizador de Au(l) y la sal de plata, para
generar la especie IPrAuSbFs (A), la cual reacciona con una molécula de agua
activada por el catalizador de Au, para generar un intermedio hidroxo oro
[IPrAu(OH)] (B). Esta especie de Au(l) intermedia, se consideraba el verdadero
catalizador de la reaccidn, sin embargo, fue aislada y caracterizada, observandose
que su actividad catalitica para promover el reagrupamiento de Meyer-Schuster era
moderada.”® Posteriormente, se consiguio aislar e identificar una especie dinuclear
de Au(l), [{IPrAu}2(1-OH)][BF4] (C) como la verdadera especie catalitica de esta
transformacion en medio acuoso.®® Una vez generada, se coordina al triple enlace
del alcohol propargilico de partida, dando lugar a la especie intermedia D, la cual
evoluciona mediante la eliminacion de una molécula de agua, para formar el
alenolato E. La reaccién entre E y una molécula de agua completa el ciclo catalitico,
regenerandose el catalizador y liberdndose el producto del reagrupamiento de
Meyer-Schuster al medio de reaccion.

289 5 Gaillard, A. M. Z. Slawin, S. P. Nolan, Chem. Commun. 2010, 46, 2742-2744.
290 R. S. Ramén, S. Gaillard, A. M. Z. Slawin, A. Porta, A. D’Alfonso, G. Zanoni, S. P. Nolan,
Organometallics 2010, 29, 3665-3668.
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Esquema 49. a) Ejemplos de complejos NHC-Au(l). b) Mecanismo del reagrupamiento de
Meyer-Schuster promovido por un catalizador de Au(l) de tipo NHC.

A pesar de que el reagrupamiento de Meyer-Schuster catalizado por especies
de Au es una estrategia muy util y sencilla para la generacion de compuestos a,3-
insaturados, no se ha propuesto hasta la fecha su combinacién junto con alguna etapa
biocatalitica. Basados en estos antecedentes, nos hemos propuesto estudiar en este
capitulo:

- El desarrollo del reagrupamiento de Meyer-Schuster de distintos
alcoholes propargilicos racémicos a,a-disustituidos empleando varios
catalizadores de Au(l) en un medio predominantemente acuoso que
pueda hacerlo compatible con el uso de enzimas.

133



Bloque Il. Parte I. Antecedentes

- Elestudio y optimizacion de la reaccion de biorreduccion de las cetonas
a,B-insaturadas generadas mediante el reagrupamiento de Meyer-
Schuster, con el fin de encontrar ADHs de estereoselectividad
complementaria que permitan acceder a ambos enantidmeros de una
serie de alcoholes alilicos B,B-disustituidos.

- El estudio y optimizacién de la reaccion de biotransaminacion de las
cetonas intermedias empleando transaminasas, para obtener aminas
alilicas enantioenriquecidas.

- Investigar la posibilidad de llevar a cabo los procesos en cascada que
permitan transformar alcoholes propargilicos racémicos en alcoholes o
aminas alilicas enantioenriquecidas, mediante la combinacion de un
catalizador de Au(l) y alcohol deshidrogenasas o transaminasas,
respectivamente.
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Capitulo 2. Resultados y discusién

A continuacion, se describe el disefio de un proceso en cascada que combina
por primera vez la accién de un catalizador de Au(l) y una ADH de manera
concurrente.”* Gracias a la accion de un catalizador de oro tipo NHC (IPrAuNTf,),
se han transformado una serie de alcoholes propargilicos racémicos a,a-disustituidos
en las correspondientes cetonas a,B-insaturadas mediante el reagrupamiento de
Meyer-Schuster. En el propio medio de reaccion, estos compuestos carbonilicos
intermedios se transformaron mediante una ADH estereoselectiva en los
correspondientes alcoholes alilicos B,B-disustituidos con buenos rendimientos y
selectividades (Esquema 50). La optimizacion de ambos procesos por separado y el
estudio de condiciones de reaccion compatibles han sido claves para el disefio del
proceso en cascada.

HO
OH
o&o P
NS
ADH

no aislado Biorreduccion

Esquema 50. Sintesis quimioenzimatica de alcoholes alilicos 6pticamente activos a través
de un proceso concurrente combinando un catalizador de Au(l) y una ADH.

Ya que esta Tesis Doctoral se presenta como un compendio de
publicaciones, la numeracion de los compuestos descritos, asi como la de los
esquemas Yy tablas, se refieren al trabajo en que se ha descrito esta investigacion, y
gue se muestra a continuacion de esta seccién de Resultados y Discusion.

21 5, Gonzalez-Granda, I. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 13945-
13951.
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2.1 Estudio y optimizacién del reagrupamiento de Meyer-Schuster
de alcoholes propargilicos empleando catalizadores de Au(l)

En primer lugar, se realizo el estudio del reagrupamiento de Meyer-Schuster
del 2-fenilpent-3-in-2-ol (3a), alcohol propargilico seleccionado como sustrato
modelo para este estudio debido a su simple accesibilidad sintética (Tabla 1). Para
ello se estudio la reactividad de dos catalizadores de tipo NHC-Au(l), como son el
JohnPhosAuNTf, y el IPrAuNTf, empleando un medio de reaccion
predominantemente acuoso y 2-PrOH como cosolvente (20% v/v). El uso de 2-PrOH
como cosolvente es muy importante, ya que ademas de ayudar a solubilizar el
alcohol 3a para trabajar a concentraciones de 100 mM, permitiria el disefio de un
proceso en cascada utilizando ADHSs, actuando como cosustrato en el sistema de
regeneracion del cofactor pirimidinico requerido por las enzimas en la segunda etapa
del proceso. Los mejores resultados, en cuanto a conversién y selectividad del
proceso, se obtuvieron usando IPrAuUNTf, como catalizador (3 mol%) y 40 o 45 °C
de temperatura, obteniendo la cetona o,B-insaturada 4a con conversién completa, y
con una gran selectividad hacia la formacion de su isémero E de este compuesto (87
0 94%, Tabla 1, entradas 5y 6).

Posteriormente, se extendié esta metodologia a distintos alcoholes
propargilicos 3b-x, previamente sintetizados mediante una reaccion de adicion de un
reactivo de Grignard a los correspondientes compuestos carbonilicos. En todos los
casos se observé la conversién completa del alcohol de partida hacia la
correspondiente cetona a,f-insaturada (E)-4b-x, si bien la selectividad del proceso
resultdé muy dependiente del sustrato de partida (Tabla 2). Generalmente, fue méas
elevada cuando se emplearon 2-arilpent-3-in-2-oles que presentaban grupos electrén
atractores en las posiciones meta o para del anillo aromético (F, Cl, Br o NO,, 86-
96%), encontrando un cambio en la selectividad cuando la sustitucion era en posicién
orto, por ejemplo, en el caso del compuesto nitrado (90% Z, entrada 12). El uso de
sustratos aromaticos con sustituyentes electrén donadores, como grupos metoxi o
metilo, condujo a selectividades moderadas. A continuacién, se analiz6 la
reactividad de sustratos heteroaromaticos; asi, mientras los derivados de tiofeno 3p
y 3 condujeron a selectividades elevadas (entradas 16 y 17), al emplear derivados
de furano o de piridina la reaccion no tuvo lugar. Finalmente, esta metodologia se
aplico con éxito a un derivado alifatico 3r (entrada 18), y se estudié la posibilidad
de incorporar distintas sustituciones tanto en el carbono directamente unido a la
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funcién hidroxilo, como en el carbono terminal del alquino, observandose que al
incorporar sustituciones de mayor tamafio que un grupo metilo, por ejemplo, un etilo
(3t 'y 3v, entradas 20 y 22) o un fenilo 3w (entrada 23), la selectividad del proceso
decay6 notablemente.

2.2 Estudio del proceso de biorreduccion de la cetona (E)-4a
empleando ADHSs

Una vez estudiado y optimizado el reagrupamiento de Meyer-Schuster en
medio acuoso, se analizé la etapa de biorreduccion de la cetona modelo (E)-4a. Para
ello se emplearon tanto ADHSs de estructura conocida y producidas en nuestro grupo
de investigacion tras sobreexpresion en E. coli (RasADH, SyADH, ADH-T,
TeSADH, ADH-A y LbADH), como enzimas comerciales de las casas Codexis y
Evoxx Technnologies. Las condiciones de reaccion para el proceso de biorreduccién
fueron idénticas a las utilizadas para el reagrupamiento de Meyer-Schuster, con el
fin de observar si la temperatura o el uso de 2-PrOH como cosolvente en un
porcentaje elevado (20% v/v), podian tener un efecto negativo en la etapa
enzimatica. Tras analizar los resultados obtenidos a 40 °C, se logré obtener ambos
enantiomeros del alcohol alilico (E)-5a mediante el empleo de diez ADHs (R)-
selectivas y dos (S)-selectivas (Tabla S2 del material suplementario).

2.3 Estudio y optimizacion del proceso en cascada concurrente
para la obtencion de los alcoholes alilicos Opticamente activos

Una vez observado que tanto el reagrupamiento de Meyer-Schuster
catalizado por una especie de Au(l), como la reaccion de biorreduccién asimétrica
trascurrian sin problema por separado en el mismo medio de reaccién, el siguiente
paso se centrd en el disefio y optimizacion del proceso en cascada gque permitiera
obtener una serie de alcoholes alilicos dpticamente activos a partir de los
correspondientes alcoholes propargilicos racémicos.

Para los estudios de optimizacion del proceso en cascada partiendo de 3a
(0.1 mmol), se utilizaron tanto la LbADH como la KRED-P1-Al12 adquirida a
Codexis. Tras realizar una extensa optimizacion (Tabla S8 y Tabla 3) en la que se
estudio tanto la carga del IPrAuNTf, como de la ADH empleada, la temperatura y el
tiempo de reaccion, los mejores resultados fueron obtenidos al emplear un 7.5 mol%
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del catalizador de oro, la enzima KRED-P1-A12 a 40 °C durante 24 h de reaccion.
De esta manera se logré acceder al alcohol (R,E)-5a con un rendimiento aislado del
78% tras columna cromatogréafica y un elevado exceso enantiomérico (99% ee).

Finalmente se desarrollé esta metodologia en cascada con el fin de obtener
distintos alcoholes alilicos 6pticamente activos. Asi, se seleccionaron aquellos
sustratos que conducian a una elevada selectividad en el reagrupamiento de Meyer-
Schuster hacia la formacidn de las cetonas E, ya que ninguna de las ADHs empleadas
fueron capaces de transformar los isbmeros Z de estos compuestos. De esta manera,
se lograron obtener ambos enantiémeros de quince alcoholes alilicos diferentes, con
rendimientos aislados entre moderados y buenos, y con elevadas selectividades en
todos los casos (Esquema 51). Es necesario destacar que en el caso de emplear ADHs
sobreexpresadas en E. coli, como la ADH-A o la LbADH, fue necesario realizar la
adicion del catalizador de oro en dos porciones para lograr una mayor conversién
global, debido a una posible inactivacién del catalizador de Au(l) con los restos de
E. coli presentes en la preparacion enzimatica empleada.

(7.5 mol%)
ADH
H,0:2-PrOH (4:1)
40°C, 24 h
100 mM
(E)-5a (E)-5b (E)-5¢ (E)-5d

KRED-P1-A12: 78% rdto. 99% ee (R)
E. colilADH-A: 51% rdto. 97% ee (S)

KRED-P1-A12: 74% rdto. 99% ee (R)
KRED-P3-G09: 70% rdto. >99% ee (S)

KRED-P1-A12: 73% rdto. >99% ee (R)
KRED-P3-G09: 65% rdto. >99% ee (S)

KRED-P1-A12: 71% rdto. >99% ee (R)
KRED-P3-G09: 70% rdto. 99% ee (S)

OH
02“‘@)%

OH
F\©)v~\
(E)-5e

KRED-P1-A12: 80% rdto. 99% ee (R)
KRED-P3-G09: 78% rdto. 99% ee (S)

OH
/©)v.\
F3C

KRED-P1-A12: 76% rdto. >99% ee (R)
E. colilADH-A: 78% rdto. >99% ee (S)

F OH
©)v*\
(E)-5F
KRED-P1-A12: 77% rdto. >99% ee (R)
E. coli/ADH-A: 76% rdto. 98% ee (S)

w

(E)-5n
KRED-P1-A12: 78% rdto. >99% ee (R)
E. colilADH-A: 78% rdto. >99% ee (S)

OH
W

(E)-5r
KRED-P3-H12: 48% rdto. 98% ee (R)
E. coliADH-A: 49% rdto. >99% ee (S)

/Oi)%

KRED-P1-A12: 70% rdto. >99% ee (R)
KRED-P3-G09: 80% rdto. >99% ee (S)

@A%

(E)-5p

E. coli/LbADH: 74% rdto. >99% ee (R)
E. colilADH-A: 69% rdto. >99% ee (S)

(E)-5k

KRED-P1-A12: 86% rdto. >99% ee (R)
E. coliADH-A: 78% rdto. >99% ee (S)

W

(E)-5q

E. colilLbADH: 73% rdto. 99% ee (R)
E. colilADH-A: 37% rdto. 99% ee (S)

H OH

©)v.\

(E)-5s
KRED-P2-G03: 69% rdto. 98% ee (R)
E. colilADH-A: 63% rdto. 94% ee (S)

KRED-P1-B02: 82% rdto. 98% ee (R)
E. coli/ADH-A: 80% rdto. >99% ee (S)

Esquema 51. Sintesis de alcoholes alilicos g, f-disustituidos enantioenriquecidos mediante
el proceso concurrente propuesto.
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Finalmente, con el fin de demostrar la aplicabilidad sintética de esta
metodologia se realizaron experimentos a escala semipreparativa (100 mg de
sustrato), accediendo a ambos enantiémeros del alcohol alilico (E)-5e con elevados
rendimientos aislados (78-79%) y selectividades (99% ee) cuando se utilizé la E.
coli/ADH-A o la KRED-P1-Al12.

De esta manera, se puede concluir que en este capitulo se ha:

- Desarrollado una metodologia eficiente para llevar a cabo el
reagrupamiento de Meyer-Schuster de veinticuatro alcoholes
propargilicos empleando un catalizador NHC de Au(l) como el
IPrAuNTf, en medio acuoso y bajo condiciones suaves de reaccién. De
esta manera, se han sintetizado las correspondientes cetonas a.,[-
insaturadas con rendimientos elevados y selectividades generalmente
favorables hacia la formacion de los isomeros E.

- Estudiado el proceso de biorreduccion de las cetonas a,fB-insaturadas
intermedias empleando ADHs, encontrando  biocatalizadores
estereocomplementarios que permitieron sintetizar los correspondientes
alcoholes alilicos con elevadas conversiones y excesos enantioméricos.

- Disefiado y optimizado el primer ejemplo de una cascada concurrente
gue combina la accion de un catalizador de Au(l) y una ADH. Mediante
esta metodologia altamente selectiva ha sido posible acceder a ambos
enantiomeros de quince alcoholes alilicos con buenos rendimientos y
elevados excesos enantiobmericos, obteniéndose Unicamente los
isomeros E de estos productos ya que las enzimas estudiadas no
mostraron ninguna actividad frente a las correspondientes cetonas de
configuracion Z.
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Alcohol Dehydrogenases and N-Heterocyclic Carbene Gold(I)
Catalysts: Design of a Chemoenzymatic Cascade towards Optically
Active f3,f-Disubstituted Allylic Alcohols

Sergio Gonzdlez-Granda, Ivan Lavandera,* and Vicente Gotor-Ferndndez*

Abstract: The combination of gold(I) and enzyme catalysis is
used in a two-step approach, including Meyer-Schuster
rearrangement of a series of readily available propargylic
alcohols followed by stereoselective bioreduction of the
corresponding allylic ketone intermediates, to provide optically
pure f,p-disubstituted allylic alcohols. This cascade involves
a gold N-heterocyclic carbene and an enzyme, demonstrating
the compatibility of both catalyst types in aqueous medium
under mild reaction conditions. The combination of [1,3-
bis(2,6-diisopropylphenyl)imidazol-2-ylidene]-
[bis(trifluoromethanesulfonyl)-imidejgold(I)  (IPrAuNTYf,)
and a selective alcohol dehydrogenase (ADH-A from Rhodo-
coccus ruber, KRED-PI-A12 or KRED-P3-G09) led to the
synthesis of a series of optically active (E)-4-arylpent-3-en-2-
ols in good yields (65-86 % ). The approach was also extended
to various 2-hetarylpent-3-yn-2-ol, hexynol, and butynol
derivatives. The use of alcohol dehydrogenases of opposite
selectivity led to the production of both allyl alcohol enantio-
mers (93->99% ee) for a broad panel of substrates.

Introduction

One-pot synthesis provides nowadays multiple advantag-
es over traditional stepwise approaches, avoiding the isolation
and purification of unstable intermediates, simplifying the
reaction set-up, reducing time and costs associated with the
chemical process, and generally leading to higher isolated
yields."#l Focusing on the field of biocatalysis, apart from
multi-enzymatic transformations,*""! one-pot chemoenzy-
matic syntheses represent elegant alternatives to traditional
conventional organic multi-step strategies, combining bio-
transformations with other (un)catalyzed processes."'*!
Interestingly, the compatibility of organo-, photo-, or metal
catalysts with enzymes has been intensively investigated in
the last decade.”™"" and many efforts have been put in the
setup of environmentally friendly media where the different
(bio)catalysts can be compatible, ranging from aqueous
systems to neoteric solvents. ]

[*] S. Gonzélez-Granda, Prof. I. Lavandera, Prof. V. Gotor-Fernindez
Organic and Inorganic Chemistry Department
University of Oviedo
Avenida Julidn Claverfa 8, 33006 Oviedo (Spain)
E-mail: lavanderaivan@uniovi.es
vicgotfer@uniovi.es
@ Supporting information and the ORCID identification number(s) for
6 the author(s) of this article can be found under:
https://doi.org/10.1002/anie.202015215.
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Hence, the search for active metal complexes in aqueous
medium is a consolidated synthetic possibility, since water
soluble complexes made from gold, indium, iridium, nickel,
palladium, ruthenium, rhodium, osmium or zinc among many
others have been successfully applied in a plethora of organic
reactions.™ 2! Considering that gold catalysis has emerged in
the last decades as a powerful tool for chemical synthesis
through the activation of unsaturated systems and formation
of gold carbenes and vinylidenes,”* herein it was envisaged
the possible combination of gold and enzymes.
With that purpose and due to the large m-acidic character of
Au complexes, the selection of alkynes as benchmark
substrates flourish as a wise choice based on the diverse
chemical possibilities of this pair Au-alkyne.F#! Interest-
ingly, a broad number of organic transformations can be
successfully accomplished such as cyclization, hydration,
redox isomerization or rearrangements such as the Rupe or
Meyer-Schuster ones (Scheme 1),2*! gold N-heterocyclic
carbenes (NHCs) playing a relevant role in the catalysis of
these type of chemical processes. !

The Meyer-Schuster rearrangement consists in the trans-
formation of propargylic (acetylated) alcohols into the
corresponding a,f-unsaturated carbonyl compounds, requir-
ing metal catalysis (Cu, Sc, Hg, Ag. Au, In...). and tradition-
ally performed under harsh reaction conditions (organic
solvent, acidic catalysis, high temperature.).>*%] This is
a highly atom economy process occurring via formal 1,3-
hydroxy shift and tautomerization, that has attracted great
attention in the last decades questing for more sustainable
solutions. Therefore, a key point of this study is the replace-
ment of conventional organic solvents by aqueous media,
making the process compatible with a second enzymatic
reaction, foreseeing the use of NHC gold(I) complexes as

Cycloisomerization Hydration
\ Au /

X—=Y
Rupe Redox
rearrangement / l \ isomerization
Meyer-Schuster rearrangement RS RS
HO R? Transition metal
: complex R2 O Ri-NN-ge
R
A - RIOSNDRS [ NHC

Scheme 1. Activation of alkynes with gold for the development of
diverse chemical f ions including Meyer-Schuster rearrange-
ments. General structure of N-heterocyclic carbenes appears in the
box.
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a solution for the performance of this selective transformation
under milder reaction conditions.

Particularly, the gold-enzyme pair has been successfully
applied in a concurrent cascade fashion combining gold(1) or
gold(IIT) species with hydrolases”"* and monoamine oxi-
dases™ Among them, the only stereoselective application
was demonstrated by Asikainen and Krause, who reported
the synthesis of optically active 2,5-dihydrofurans through
a tandem hydrolytic kinetic resolution/cycloisomerization
employing Pseudomonas cepacia lipase and HAuCL."'! On
the other hand, approaches involving gold catalysis and
alcohol dehydrogenases (ADHs) have also been described,
but through sequential transformations due to the incompat-
ibility of individual catalytic systems and reaction condi-
tions**9 In this context, the one-pot two-step synthesis of
chiral sec-alcohol derivatives in high conversions and enan-
tiomeric excess was described via gold-catalyzed hydration of
terminal aryl- or alkyl acetylenes using either gold(III)
chloride at 65°C in a water/2-propanol (2-PrOH) mixture**!
or HandaPhos-gold(I) chloride. a silver salt and a surfactant
in water that formed micelles under argon atmosphere.™!
both followed by the ketone intermediate bioreduction with
external addition of the corresponding ADH and auxiliary
reagents (Scheme 2. top).

Encouraged by the synthetic possibilities that «.f-unsa-
turated ketones offer, and considering the great applicability
of the Meyer-Schuster rearrangement.”****! herein we
propose the development of a concurrent cascade process to
get access to a series of enantioenriched B.f3-disubstituted
allylic alcohols, by combining an active NHC gold(I) catalyst
in aqueous medium with ADHs of opposite selectivity
(Scheme 2, bottom), by considering 2-propanol as a key
element due to its compatibility with NHC gold complexes
and simultaneous key role in the enzyme cofactor recycling
action.
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As a starting point, the (racemic) propargylic alcohols
3a—x were synthesized in 59-92% yield from commercially
available carbonyl compounds 1 and the corresponding
Grignard or organolithium reagent (2, see Section IIT in the
Supporting Information). Then, 2-phenylpent-3-yn-2-ol (3a)
was selected as benchmark substrate for the study and

ion of the Meyer-Sch
plore the influence of the gold catalyst type and the reaction
temperature in a medium composed of a mixture of water and
2-propanol.

Hence, two commercially available gold(I) catalysts were
initially tested (3 mol %, Table 1) containing the bis(trifluor-
omethanesulfo-nyl)imidate moiety (NTf, ) as a weakly coor-
dinating counteranion (entries 1 and 2). These are [1.3-
bis(2.6-diisopropylphenyl)imida-zol-2-ylidene]

Results and Discussion

rearrangg to ex-

Table 1: Meyer-Schuster rearrangement optimization (catalyst and
temperalure)

0
__ Catalyst 3 mol%) _ i
©)\ HZOZPrOH(41vN) @J\*‘ (
(E)-4a

3a (100 mM)
Entry Catalyst Trq Yield [96]"!
(E)-4a (2)4a

b IPrAuNTf, 30 85 15

2 JohnPhosAuNTf, 30 75 25

3 IPrAuNTY, 20 30 20

4 IPrAuNTf, 25 80 20

5 IPrAuNTf, 40 87 13

6 IPrAuNTf, 45 94 6

[a] Percentage of products measured by GC analyses of the crude
reaction mixture. See the Supporting Information for detailed reaction
conditions and GC methods. Complete conversions were attained in all
cases.

and 153 One-pot ial alkyne hydration then bi
H;0 (4 eq) o (S) or (R)-ADH OH
Z AuCl, (510 mol%) NAD(P)H A
R 2.PrOH R Buffer pH 8.0 R
65°C,24h 30°C,4h
13 examples (diluted to 150 mM) 0-99% conversion
(500 mM) >99% ee
Lipshutz and 158 One-pot ial alkyne then bic
(HandaPhos)AuCl (0.5 mol%) ADH-101, Cofactor
z AgSbF (1 mol%) 2-PrOH OH
R TFA (2.0 eq) R)k 2 wt% TPGS-750-M/H,0 RN
3 wt% TPGS-750-M/H,0 " MgSO,, 37 °C, pH 7.0 "
3 examples argon, it 24 h (diluted to 56 mM) 90-92% conversion

am

(R)-alcohols >99% ee

This work: One-pot cascade involving Meyer-Schuster rearrangement and bioreduction

2 Gold(l) NHC
HOR (S)- or (R)-ADH, NAD(P)H R OH
1 ASIeRRRnL ARCNT 5
RN g3 H,0:2-PrOH RN DRs

Scheme 2. One-pot combinations of gold catalysis involving hydration or Meyer-Schuster rearrangement of alkynes and an alcohol dehydrogen-

ase-catalyzed bioreduction for the production of chiral alcohols.

© 2021 Wiley-VCH GmbH
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[bis( trifluoromethanesulfonyl)imide]gold(I) (IPrAuNTf,)
and (2-di-zert-butylphosphinobiphenyl)gold(I) [bis(trifluoro-
methanesulfonyl)imide] (JohnPhos AuNTf,) 1*"! The reactions
were carried out in a water:2-propanol (4:1 v/v) mixture,
which would increase the solubility of the substrate and the
gold catalyst in the reaction medium, and at the same would
facilitate the use of an ADH in a concurrent manner, since 2-
propanol is commonly used as hydrogen donor for ADH-
catalyzed bioreduction processes.”’! Satisfyingly, complete
conversions were attained in both cases after 3 h, finding
a higher selectivity for the IPrAuNTf, catalyst (85:15, Evs. Z).
At this point, different temperatures were studied leading at
45°C to the best selectivity towards (E)-allylic alcohol 4a
(94:6, entry 6). Higher temperatures were not tested due to
the potential enzyme deactivation using harsher conditions.
Bearing in mind this fact, 40°C was selected as upper limiting
conditions, and the Meyer—Schi reaction
was next studied with the previously synthesized propargylic
alcohols 3a—x.

For the substrate scope, three molecular engineering
vectors were selected (R', R? and R®, Scheme of Table 2)
including 2-(het)arylpent-3-yn-2-ols (3a-q), hexynols 3rty
and butynols 3s,u,wx bearing different pattern substitutions
for a total of 24 substrates. Complete conversions were

T Tearr:

Table 2: Meyer-Schuster

of (racemic) propargylic alco-

hols 3a—x.

HO,_m2 IPFAUNTY, (3 mol%) R 0

1
R }\R“ H0:2PrOH (41 W) R W g3
3a-x (100 mM) (E)- or (Z)-4a-tvw
4u and 4x
Entry 3ax R R? R Yield [96]*
(E)—4a-x (2)—4ax

1 a Ph CH, CH, 87 13
2 b 4-F-CH, CH; CH, 90 10
3 c 4-Cl-CH, CH; CH, 86 14
4 d 4-Br-CH, CH, CH, 85 15
S e 3-F-CH, CH; CH; 9N 9
6 f 2-F-CH, CH, CH, 90 10
7 g  2BrCH, CH, CH, 59 Q
3 h  4CHCH, CH, CH, 55 45
9 i 40CH,-CH, CH, CH, 43 57
0 4NO,-CH, CH, CH, % 4
1Mk 3NOyCH, CH, CH, 94 6
12 1 2-NO,CH, CH, CH, 10 %0
13 m 4-CFy-CeH, CH; CH; 92 8
14 n 3.CFy-CH, CH;, CH; 89 mn
15 o 2-OCH-CH, CHy CH; 58 42
16 P 2-thienyl CH;, CH; >97 <3
17 q 3.thienyl CH, CH, 26 14
18 'Bu CH, CH, 9% 4
19 s Ph H CH, >97 <3
20 t Ph CH,CH, CH, 54 46
21w Ph Ph CH, >978
2 v Ph CH, CH,CH, 57 43
23 w  Ph CH, Ph 29 n
24 x CH, CH, Ph >974

[a] Percentage of products measured by 'H NMR analyses of the crude
reaction mixture. See the Supporting Information for detailed reaction
conditions. Complete conversions to ketones 4a-x were attained in all
cases. [b] Not applicable the E-Z isomerism.
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achieved in all cases, resulting in a highly selective strategy
for most of the substrates under these conditions, 14 out of 22
(E)-allylic alcohols 4a-£j.k,mnp-s being obtained with over
85% conversion (Table 2).

In general, good results were found with 2-arylpent-3-yn-
2-ols 3a-0, only attaining poor selectivities for substrates
bearing electron-donating substitutions at the para position
(methyl and methoxy, entries 8 and 9), or electron-donating
and electron-withdrawing groups at the ortho-position (en-
tries 7 and 15), highlighting the preference change when the
nitro functionality at the ortho-position was subjected to
investigation (10:90 E vs. Z, entry 12). Trying to expand the
possibilities of our methodology, 2-hetarylpent-3-yn-2-ols
were considered, for instance containing a thienyl moiety at
C-2 or C-3 (3p and 3q). and good selectivities were found
(entries 16 and 17), being especially noticeable the exclusive
formation of (E)-4-(thiophen-2-yl)pent-3-en-2-one (4p).
Next, the reaction was performed with the propargylic alcohol
bearing a furyl group substituted at C-2 position, but
a complex mixture was found. This is in accordance with the
already described reactivity of furan derivatives in combina-
tion with gold catalysis, occurring e.g., furan-alkyne intra-
molecular cyclizations or other rearrangements.* At this
point, the use of pyridine derivatives was omitted since it is
well known that the basic nitrogen atom coordinates to the
gold catalyst leading to a dramatic loss of the metal activity*")
requiring therefore higher reaction temperatures'®! that on
the other hand would not be compatible with a second
enzymatic reaction.

This strategy was also applicable when developing the
rearrangement over the aliphatic derivative 3r (R'='Bu)
with very high preference towards the recovery of (E)-4.5,5-
trimethylhex-3-en-2-one (96:4 E/Z, entry 18). Next, the
influence of the substitution at the carbon bearing the
hydroxyl functionality was studied. in comparison with our
model substrate (R’=CH;, 3a, entry 1), and 3 different
substitutions (R*=H, Et, or Ph, 3s-u) were also considered,
obtaining ketones 4s-u with complete conversion, although
a significant decrease of the E/Z selectivity was observed
when moving from the formation of the less bulky substrate
(E)4s (R*=H, >97%, entry 19) to the ones bearing
aliphatic moieties 4a (R*=Me, 87%) and 4t (R*=Et,
54%) of the E-isomer (entries 1 and 20). Obviously, for 4,4-
diphenylbut-3-en-2-one (4u, entry 21), £/Z isomerism was
not applicable.

The replacement of the methyl substitution at the
terminal alkyne position by an ethyl or a phenyl group
(R*=Et or Ph, entries22 and 23) was also considered,
achieving also a complete transformation into ketones 4v and
4w, but observing a decrease or even an inversion of the E/Z
selectivity when enlarging the size of the terminal substitu-
tion, favoring the formation of the (Z)-ketones (43 and 71 %,
entries 22 and 23), in contrast to the preferred formation of
(E)-4a (entryl, only 13% of the Z isomer). Finally,
maintaining the terminal aromatic ring but replacing the
phenyl ring by a methyl group at the R' substitution, 3-
methyl-1-phenylbut-2-en-1-one (4x, entry 24) was also ob-
tained in full conversion. Overall, a very general methodology
was developed for the straightforward synthesis of allylic
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ketones from propargylic alcohols in aqueous medium, and
next all the efforts were focused on the accomplisk of

Research Articles
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loading of IPrAuNTf, and enzyme, the use of additives,

a bioreduction process under similar reaction conditions.
Before exploring the possible compatibility of IPrAuNTf,
and ADHs under certain conditions, the bioreduction of (E)-
4-phenylpent-3-en-2-one (4a) was screened using a series of
ADHs. Among them, some ketoreductases were made in
house and overexpressed in E. coli, while others were
purchased from col ially available sources (Evoxx
Technologies GmbH and Codexis Inc). Thus, a wide biocat-
alyst screening is disclosed in Table S2 of the Supporting
Information, some of them providing enantioenriched allylic
alcohol (E)-5a with above 90 % conversion and enantiomeric
excess (Scheme 3). Ten ADHs allowed the synthesis of the

o OH
e ADH s
H,0:2-PrOH (4:1 viv)
Cofactor recycling system

(E)-4a 30°C, 250 rpm (RE)-or (S.E)5a
24h 93-96% yield
98-99% ee

Scheme 3. Screening of ADHs for the bioreduction of ketone (E)-4a
for the synthesis of (E)-5a alcohol enantiomers depending on the
ADH of choice.

alcohol (R)-5a (93-96% conversion and 98-99 % ee), while
only two Prelog enzymes led to the (S)-5a antipode (94-96 %
conversion and 98-99% ee). Satisfyingly, complementary
stereoselective overexpressed ADHs on E. coli such as the
one from Rhodococcus ruber (ADH-A)“**l and the one from
Lactobacillus brevis (LBADH)®*! were found, and also
various commercially available enzymes from the Codexis
Inc. kit. Absolute configurations were assigned based on the
known selectivity of the overexpressed ADHs on E. coli and
confirmed by comparing the measured specific optical
rotations with those previously described in the literature,
such as the allylic alcohol (S.E)-
Sl[bl«)]

The coupling of gold species
and biocatalysts is still in its in-

1i p es and reaction times. Among these data,

a few experiments are highlighted in Table 3. Reactions were
carried out in an orbital shaker at 220 rpm since the use of
higher speeding rates usually led to a conversion decrease as
the reactants spilled around the glass vial. Over 60%
conversion for the global process was reached when using
lyophilized cells of E.coli/LBADH (2:1 w/w enzyme:sub-
strate) at 30 and 40°C during 24 and 72h. respectively
(entries 1 and 2) without significant increasing the reaction
yield at prolonged reaction times. It must be highlighted that
in this case, the use of higher loadings of IPrAuNTf, catalyst
(10 mol %) was required to obtain the mentioned conversion
levels. The reaction was also studied with the commercial
KRED-P1-A12 (entries 3-8), that provided higher conver-
sions and very high selectivities towards (R,E)-5a (> 96 % ee).
Remarkably, the use of lower IPrAuNTTY, loadings resulted in
an efficient transformation at 7.5 mol % ratio, isolating the
desired enantiopure allylic alcohol in 78 % yield after column
chromatography purification (entry 8).

At this point, the extension of the cascade approach to 18
propargylic alcohols 3 was undertaken to get access to both
(R)- and (S)-allylic alcohol enantiomers 5 (Table 89 and
Figure 1). Compounds bearing bromo, nitro or methoxy
substitutions at the ortho-position of the aromatic ring at
the R' position (3g, 31 and 30), an ethyl group at R* (3t), or
the ones bearing an ethyl or phenyl rest at the terminal alkyne
position (3v and 3w), were omitted from the cascade reaction
scope due to the low selectivities achieved for the production
of the corresponding ketones (E)-4 (41-46 % (Z)-4g.0t.v), or
the preferred formation of the (Z)-isomers (10:90 and 29:71,
4land 4w). Itis important to remark that (Z)-allylic ketones 4
are not converted by the tested ADHs. In spite of the almost
negligible selectivity achieved in the Meyer-Schuster rear-
rangement for compounds substituted with electron donating
groups such as 4-methyl (h, 55:45) and 4-methoxy (i, 43:57).

Table 3: Optimization of the Meyer-Schuster rearrangement and bioreduction concurrent cascade for
the production of allylic alcohol (R,E)-5a.

fancy.*"**! and as mentioned be- HO, IPrAUNTI,, ADH g oM
fore only sequential attempts have . H202-PrOH (@ 1) ©)\/ﬂ\ + ©)\/\
been reported when considering 220 rpm
ADHs***! mainly caused due to (N0 e (RE}Sa
the high temperatures required by~ Entry ~ ADH" IPrAuNTf, [mol%] T T Yield [%]*  ee [%]")
gold(I) and gold(Ill) catalysts in rq M
aqueous media. For that reason, 3a  4a  (E)5a  (E)S5a
the search for adequate reaction E. coli/LBADH (46) 10 0 72 35 23 & nd.
conditions with model substrate 3a 2 E. coli/LBADH (46) 10 30 24 38 18 44 94
(100 mM) was next chased. select- 3 KRED-P1-A12 (22) 10 30 72 <1 14 8 98
g Geowepremd LiWDHos. 8 BSTEE R s 0 o o om %
i ‘ P14 ;) <

il‘z”’f’:r"g,z":;:‘;'::;l ;.R;i[:: :rl“ 6 KRED-P1AI2 (16) 10 0 4 <1 15 85 98

7 KRED-P1-A12 (8) 10 30 24 <1 20 80 97
concurrent cascade approach. An g KRED-P1-A12 (16) 7.5 0 24 <1 15 85(718) 99

exhaustive analysis can be found in
Table S8, displaying the influence
of experimental parameters that
affect to the gold and ADH cata-  for additi

[a] Amount of ADH in mg for 0.1 mmol of racemic substrate 3a. [b] Percentage of products was
measured by GC analyses. Yield of product isolated after liquid-liquid extraction and column
chromatography purification on silica gel appears within parentheses. See the Supporting Information

| details. [c] E ic excess values of (R,E)-5a were

| analytical and
lysts reactivity, including different
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(Ey5a
KRED-P1-A12: 78% yield, 99% ee (R)
KRED-P3-G09: 70% yield, 99% ee (S)
E. colifADH-A:"! 51% yield, 97% ee (S)

OH
F\@/‘\/_\
(Ey5e

KRED-P1-A12: 80% yield, 99% ee (R)
KRED-P3.G09: 78% yield, 99% ee (S)
E. colilADH-A:1" 76% yield, >99% ee (S)

OH
D)\/g
F3C

(E)-5m
KRED-P1-A12:"1 76% yield, >99% ee (R)
KRED-P3-G09: 72% yield, >99% ee (S)
E. colifADH-A:1" 78% yield, >99% ee (S)

Research Articles

OH
/@)\).\
F
(E)-5b
KRED-P1-A12: 74% yield, 99% ee (R)

KRED-P3.G09: 70% yield, >99% ee (S)
E. colilADH-A:1") 58% yield, 99% ee (S)

F OH
@)\/g
(E)-51
KRED-P1-A12: 77% yield, >99% ee (R)

KRED-P3-G09: 38% yield, 99% ee (S)
E. coli/ADH-A:") 76% yield, 98% e (S)

OH
F:C@)\/,K
(E)-5n

KRED-P1-A12:" 78% yield, >99% ee (R)
KRED-P3.G09: 61% yield, >99% oe (S)
E. colilADH-A:1%l 78% yield, >99% ee (S)

{ @/\/ﬁ
A 2
(E)-6r (E)5s
KRED-P3-H12: 48% yield, 98% ee (R)  KRED-P2-G03: 69% yield, 98% ee (R)
KRED-P2-HOT: 43% yield, 99% ee (S)  KRED-P3-G09: 62% yield, 93% ee (S)
E. colilLBADH:!") 47% yield, 99% ee (R) E. colilLBADH:" 60% yield, 99% ee (R)
E. colilADH-A:[*] 49% yield, >99% ee (S)  E. colilADH-A:1?] 3% yield, 94% ee (S)

OH
|\‘\.
o~

(E18c

OH
)@M
Br

(E)5d
KRED-P1-A12: 73% yield, >09% ee (R)  KRED-P1-A12: 71% yield, >09% ee (R)
KRED-P3-G09: 65% yield, >99% ee (S)  KRED-P3-G0S: 70% yield, 99% ee (S)
E. colilADH-A:*) 62% yield, >99% ee (S)  E. coliIADH-A:") 61% yield, 99% ee (S)

H
N0 ON S
ON
(E5j

KRED-P1-A12:P 70% yield, >99% ee (R) KRED-P1-A12:") 86% yield, >99% ee (R)
KRED-P3-G09: 80% yield, >99% ee (S)  KRED-P3-G09: 72% yield, >99% ee (S)
E. colilADH-A: ") 68% yield, >99% ee (S) E. colilADH-A:"] 78% yield, >99% ee (S)

o AL

.. \1 a \.

\s -
(G

E. coliflLBADH: " 74% yield, >99% ee (R) E. colifLBADH:*<! 73% yield, 99% ee (R)
E. colilADH-A:1*<] 69% yield, >99% ee (S) E. colilADH-A:1) 37% yield, 99% ee (S)

1l Sequential approach

Bl A H,0:2-PrOH:MeCN (4:1:1 viv)
mixture was used

] Reactions times of 48 h instead
of 24 h were considered

KRED-P1-B02:“! 82% yield, 98% ee (R)
E. colilADH-A:1*<! 80% yield, >99% ee (S)

Figure 1. Summary of the best results obtained in terms of yield of isolated product and optical purity for the production of a series of allylic
alcohols through a one-pot Meyer-Schuster rearrangement and bioreduction concurrent cascade using a commercial ADH or in a sequential

approach when employing E. coli/ADH-A or E. coli/LBADH.

these were considered in the study to broaden the scope of the
presented cascade methodology. Unfortunately, low conver-
sions into the allylic alcohols (<25%, Table S9) were
observed.

Overall, the Au'-ADH chemoenzymatic strategy resulted
feasible in a concurrent manner using commercial ketore-
ductases, especially KRED-P1-A12 and KRED-P3-G09 for
the synthesis of 2-arylpent-3-yn-2-ols, while better results in
terms of activity were found through a sequential approach
when employing enzymes overexpressed in E. coli. For
instance, ADH-A was found as a suitable biocatalyst for the
synthesis of alcohols (5.E)-5a-fj.km.np-s and (5)-5u requir-
ing the addition of the metal catalyst in two portions along the
process. Both sequential and cascade approaches provided
the desired alcohols in very high to excellent optical purities
(93- >99% ee), compounds that were recovered in moderate
to high isolated yields (up to 86 % for the (R)-alcohols and up
to 80% for the (S)-alcohols), obtaining lower yields for
alcohol 5r due to the high volatility of this aliphatic substrate.
The reaction resulted unsuccessful for the synthesis of alcohol
5x due to the spontaneous 1,3-rearrangement of the final
product in aqueous medium®’ forming the achiral (E)-2-
methyl-4-phenylbut-3-en-2-0l and therefore hampering the
development of a stereoselective process. In fact, when the
chemically synthesized racemic 5x was incubated in the

Angew. Chem. Int. Ed. 202, 6o, 13945-13951
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bioreduction medium without enzyme, the isomerization
reaction occurred.

Finally, to demonstrate the practical applicability of both
concurrent and sequential approaches, the reaction with
racemic 2-(3-fluorophenyl)pent-3-yn-2-ol (3e) was scaled-up
to 100 mg using KRED-P1-A12 or E. coli/ ADH-A, yielding
(R,E)- and (S.E)-5e enantiomers, respectively, with excellent
conversions (84-85%) and isolated yields (78-79%, Ta-
ble S10).

Conclusion

A novel chemoenzymatic cascade is described for the
stereoselective synthesis of a series of f,3-disubstituted allylic
alcohols, compounds which are not easily accessible by other
chemical means, and that have been used as precursors of, for
example, aroma compounds.! Initially, both (E)-4-(het)ar-
ylpent-3-en-2-ol i were sy ized by properly
combining the action of a gold(I) N-heterocyclic carbene
complex and a stereoselective alcohol dehydrogenase in
aqueous medium, using 2-propanol to improve the substrate
solubility and acting as hydrogen donor in the bioreduction
process. In general, high selectivities were achieved in the
Meyer—Schuster rearrangement to fully transform 2-(het)ar-
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ylpent-3-yn-2-ols into the corresponding (£)-4-(het)arylpent-
3-en-2-ones using IPrAuNTf, at 40°C, conditions that were
compatible with the use of made in house overexpressed and
commercial ketoreductases. Depending on the enzyme of
choice, the desired optically active allylic alcohols (96->
99% ee) were obtained in good to high isolated yields (65—
86%). The cascade reaction was successfully achieved in
a concurrent mode with the commercial enzymes and worked

Research Articles
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of Graz, Austria) for providing us with alcohol dehydrogen-
ases overexpressed in E. coli cells.
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better through a sequential approach for the ov d
enzymes.

Satisfyingly, the synthetic possibilities of the Meyer—
Schuster rearrangement and the metal-enzyme combination
were extended by considering various molecular engineering
vectors at both sides of the triple carbon-carbon bond as

depicted in Sch 4, including hexynol and butynol deriv-
2
HO R IPrAUNTf, R? O
RUON . Al
R'=aryl, thienyl, ‘Bu, Me >99% conversion
R?= H, Me, Et, Ph (24 substrates)
R’z Me, Et, Ph EIZ selectivity highly
depending on R, R? and R?
IPrAUNTY,
Selective ADH
R? OH
R R

R'=aryl, thienyl, ‘Bu; R2= H, Me, Ph; R*= Me
(15 substrates since tested ADHs preferred E-ketones)
R-selectivity (48-86% yield, 99->99% ee)
S-selectivity (37-80% yield, 93->99% ee)
Scheme 4. Overall representation of the Meyer-Schuster rearrange-
ment and bioreduction cascade strategy including their substrate
scope.

atives, thus replacing for instance the (het)aromatic ring by
aliphatic chains (methyl or rert-butyl) at R!, considering
different substitutions at the carbon directly linked to the
hydroxyl group of the propargylic alcohol (hydrogen, methyl,
ethyl or phenyl), or even with different moieties at the
terminal alkyne position (methyl, ethyl or phenyl). In
addition, semi-preparative transformations were successfully
accomplished using racemic 2-(3-fluorophenyl)pent-3-yn-2-ol
(100 mg) as starting material. Overall, we believe that this
first example of a concurrent cascade combining NHC gold(I)
species and enzymes under mild conditions can be envisaged
as a powerful tool to get access to highly valuable molecules
through complementary and selective catalyst reactivities.
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Capitulo 3

Combinacion del reagrupamiento de
Meyer-Schuster y transaminasas para la
sintesis de aminas alilicas opticamente
activas
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Capitulo 3. Resultados y discusién

A continuacion, se describe la sintesis estereoselectiva de aminas alilicas
mediante un proceso secuencial que combina el reagrupamiento de Meyer-Schuster,
catalizado por especies de Au(l), y una segunda etapa de biotransaminacion
empleando transaminasas (Esquema 52).%%? Particularmente, se ha estudiado en
profundidad la posibilidad de disefiar un proceso en cascada combinando ambos
tipos de catalizadores, ya que hasta la fecha solo se han descrito procesos que
empleen catalizadores de oro y transaminasas de manera secuencial.

(0]
X N

Biotransaminacion

HO

AN

Esquema 52. Cascada quimioenzimatica propuesta para la sintesis de aminas alilicas
Opticamente activas.

Ya que esta Tesis Doctoral se presenta como un compendio de
publicaciones, la numeracion de los compuestos descritos, asi como la de los
esquemas, figuras y tablas, se refieren al trabajo en que se ha detallado esta
investigacion, y gque se muestra a continuacion de esta seccion de Resultados y
Discusion.

3.1 Estudio del reagrupamiento de Meyer-Schuster de alcoholes
propargilicos empleando catalizadores de Au(l)

Basados en los resultados obtenidos en el Capitulo 2 de esta Tesis
Doctoral,®® en primer lugar, se ha extendido el estudio del reagrupamiento de
Meyer-Schuster de alcoholes propargilicos en medio acuoso, en este caso tratando
de identificar un nuevo catalizador ideal para promover esta transformacion. Asi, a
través de una colaboracion con el grupo de investigacion del Profesor Nolan
(Universidad de Ghent, Bélgica), se han empleado diversos catalizadores de Au(l)
(Tabla S1), conteniendo tanto ligandos de tipo fosfina como NHCs derivados de IPr,
como una especie de Au(l) dinuclear. Los mejores resultados, tanto en términos de

292 5, Gonzalez-Granda, N. V. Tzouras, S. Nolan, I. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, Adv. Synth. Catal.
2022, doi: 10.1002/adsc.202200777.
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conversion como de selectividad, se obtuvieron al usar el IPrAuNTf,, el
JohnPhosAuNTf; y la especie dinuclear {[IPrAu]z(1-OH)}[BF.].

Gracias a la elevada compatibilidad observada en el trabajo de investigacion
anterior entre los catalizadores de Au(l) con ligandos NHCs y enzimas, se
seleccionaron tanto el IPrAuNTf, (A) como la especie dinuclear B como los méas
adecuados para desarrollar esta transformacion. En un primer lugar, se realizé un
estudio utilizando IPrAuNTf, como catalizador, para identificar el cosolvente ideal
de la reaccion (Tabla S2 y Figura 1), asi como su cantidad (5-50% v/v, Tabla S3) y
la temperatura del proceso (Tabla S4). Tras analizar los resultados obtenidos se
observo que el empleo tanto de 2-PrOH, como THF o 2-Me-THF, ofrecian resultados
similares. Por otro lado, la selectividad de la reaccion no se vio modificada al variar
la temperatura entre 40 y 45 °C. De esta manera, el cosolvente y la temperatura
empleados en el proceso one-pot quedaron determinados por la estabilidad de la
enzima en estas condiciones.

Posteriormente, se estudio la posibilidad de desarrollar el proceso en cascada
concurrente que combinara un catalizador de Au(l) y una transaminasa. Para ello, se
estudid el reagrupamiento de Meyer-Schuster del alcohol propargilico 1a, catalizado
por IPrAuNTf,, en presencia de diferentes aditivos necesarios para llevar a cabo la
reaccion de biotransaminacion (Tabla 1). Gracias a este estudio se observo una clara
incompatibilidad entre el catalizador de Au(l) y la isopropilamina (‘PrNH,, 0-1 M,
entradas 1-3). Sin embargo, al variar el donador del grupo amino (L-alanina), se
observé que la reaccion tenia lugar con conversiones y selectividades buenas
(entrada 4). Por ultimo, la presencia de una transaminasa y de PLP en el medio de
reaccion no tuvieron una influencia negativa en el desarrollo del reagrupamiento de
Meyer-Schuster, permitiendo obtener la cetona 2a con conversién completa y
elevada selectividad hacia su isémero E (entradas 5y 6).

Finalmente, se estudié la composicion del medio acuoso empleado (Tabla
2), debido a que el control del pH del medio suele ser un factor clave en el desarrollo
de procesos de biotransaminacidon, ya que normalmente estos tienen lugar a pHs
superiores a 7.0 (normalmente 7.5-9.5). Los mejores resultados se obtuvieron al usar
agua destilada o una disolucién tampon de acido 3-(N-morfolino)-propano sulfénico
(MOPS) de pH 7.5 y una concentracion de 50 mM (entradas 1y 7). La actividad del
IPrAUNTf; en estas condiciones nos hizo pensar que seria posible el disefio de un
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proceso en cascada empleando alanina como donador del grupo amino, y agua o una
disolucién tampon MOPS como disolvente, siempre y cuando que la etapa de
transaminacion fuera compatible con estas condiciones de reaccion.

3.2 Estudio de la reaccion de biotransaminacion de la cetona 2a

Posteriormente se estudio la reaccion de biotransaminacion de la cetona o, 3-
insaturada (E)-2a. Para ello se emplearon tanto transaminasas de estructura conocida
y sobreexpresadas en E. coli en nuestro grupo de investigacién como la transaminasa
de Chromobacterium violaceum (CvTA),?*® Arthrobacter citreus (ArSTA),** Vibrio
fluvialis asi como una variante evolucionada (VTA y VITA mutante),?® Aspergillus
terreus (AtTA),*° Arthrobacter sp. (ArRTA),?’ y su variante modificada
ArRmut11TA, %% asi como 28 transaminasas comerciales de la casa Codexis. Para el
estudio de la reaccion de transaminacion se empled, en primer lugar, isopropilamina
como donador del grupo amino debido a la mayor simplicidad que ofrece su uso
frente a la utilizacion de alanina, y se estudio la influencia de la temperatura (Tablas
S6 y S7) y en presencia de cosolventes (Tabla S8). Los mejores resultados se
encuentran recogidos en la Tabla 3, de manera que se identificaron diez
transaminasas para obtener ambos enantiémeros de la amina alilica (E)-3a, con
elevadas conversiones y excesos enantioméricos.

Una vez seleccionadas las mejores transaminasas para sintetizar la amina
alilica (E)-3a de manera Opticamente activa, se estudié la posibilidad de emplear
alanina como donador del grupo amino. Sin embargo, tan solo fue posible obtener
conversiones elevadas al usar la AtTA como biocatalizador, 2-PrOH como
cosolvente (2.5% v/v) y agua o0 una disolucién tampon de fosfato como medio acuoso
(Tabla 4).

293 U, Kaulmann, K. Smithies, M. E. B. Smith, H. C. Hailes, J. M. Ward, Enzyme Microb. Technol.
2007, 41, 628-637.

294 S, Pannuri, S. V. Kamat, A. R. M. Garcia, PCT Int. Appl. WO 2006063336A2 20060615, 2006.
295 F, Cabirol, A. Gohel, S. H. Oh, D. Smith, B. Wong, J. LaLonde, PCT Int. Appl. WO 2011159910A2
20111222, 2011.

2% E, Busto, R. C. Simon, B. Grischek, V. Gotor-Fernandez, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2014, 356,
1937-1942.

297 A lwasaki, Y. Yamada, N. Kizaki, Y. Ikenaka, J. Hasegawa, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006, 69,
499-505.
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3.3 Estudio del proceso en cascada para la sintesis de (E)-3a

Una vez identificada la AtTA como la mejor transaminasa para llevar a cabo
la biotransaminacion de la cetona (E)-2a, se realizd un estudio y optimizacion del
proceso en cascada para transformar el alcohol propargilico racémico 1a en la amina
alilica (E)-3a dpticamente activa. Para ello se desarrollé una extensa optimizacion,
estudiando varios pardmetros de reaccion como el catalizador de Au(l) empleado, la
temperatura, el medio de reaccion y la concentracion del alcohol propargilico de
partida 1la (Tabla 5). Desafortunadamente, en el mejor de los casos, tan solo fue
posible obtener el compuesto deseado (E,R)-3a con una conversion del 48% y un ee
del 97%, tras 48 h de reaccion y utilizando el complejo dinuclear {[IPrAu]>(u-
OH)}[BF4] como catalizador (entrada 12 de la Tabla 5).

3.4 Estudio y optimizacion del proceso secuencial para la sintesis
de las aminas alilicas (E)-3a-h

Debido a las conversiones moderadas obtenidas en el proceso en cascada, se
optd por desarrollar un proceso secuencial que permitiera obtener las aminas alilicas
deseadas con mayores conversiones. Para ello se empled isopropilamina como
donador del grupo amino debido a la mayor sencillez operacional, ya que no se
necesitaran enzimas auxiliares. La estrategia para desarrollar el proceso secuencial
se centro en la adicion de la disolucion tampon para ajustar el pH, la isopropilamina,
el PLP y la transaminasa correspondiente, una vez finalizada la reaccion de Meyer-
Schuster catalizada por la especie de Au(l).

Para la optimizacién del proceso secuencial partiendo de la se estudiaron
diferentes pardmetros de reaccion como el catalizador de Au(l) y la transaminasa
empleados, la concentracion de sustrato en la etapa enzimatica y el tiempo de
reaccion (Tabla 6). De esta manera, fue posible obtener ambos enantiémeros de la
amina (E)-3a con conversiones y excesos enantioméricos elevados, empleando la
ArSATA y la ATA-024, una concentraciébn de sustrato en la etapa de
biotransaminacién de 15 mM y 48 horas de reaccion a 45 °C. Es necesario destacar
que, al igual que ocurria en la transformacion con las ADHSs, el isémero Z de la
cetona intermedia 2a, no era transformado por ninguna de las ATAs empleadas,
obteniendo exclusivamente la amina (E)-3a.
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Esta metodologia se extendid a la sintesis de ambos enantiémeros de ocho
aminas alilicas B,p-disustituidas, obteniéndose generalmente conversiones y excesos
enantioméricos elevados (Esquema 53). Los alcoholes propargilicos de partida 1a-h
se eligieron en base a la elevada selectividad obtenida en el reagrupamiento de
Meyer-Schuster hacia la formacion de los isomeros E de las cetonas intermedias 2a-
h. Con el fin de demostrar la aplicabilidad sintética de esta metodologia, se llevaron
a cabo las reacciones a escala semipreparativa (100 mg o 500 mg de sustrato),
obteniéndose las aminas 3a-h con rendimientos aislados de moderados a buenos (53-
84%) y excesos enantioméricos excelentes (>94%), que permitieron ademas la
medida de las rotaciones opticas de las aminas obtenidas para la asignacion de sus
configuraciones absolutas.

ATA, PLP (1 mM)

HO, ;
\ PrNH, (1 M)
A
H,0:2-PrOH (9:1 v/v) Disolucién tampon KPi

45°C,3h (pH 7.5, 100 mM)
1a-h 45 °C, 220 rpm (E)-3a-h
(100 mM)
ArSTA: 89% conv., 99% ee (S) ATA- 251 91% conv., 98% ee (S) ATA-260: 77% conv., >99% ee (S)
(82% rdto., 99% ee) ATA-024: 91% conv., 99% ee (R) ArRMut11TA: 82% conv., >99% ee (R)
ATA-024: 94% conv., 99% ee ( (80% rdto., 99% ee) (69% rdto., >99% ee)
ATA-P1-F03: 72% conv., >99% ee (S) ATA 238: 70% conv., >99% ee ( ATA-251: 94% conv., >99% ee (
ArRMut11TA: 75% conv., >99% ee (R) ATA-033: 75% conv., >99% ee (R ) (81% rdto., >99% ee)
(57% rdto., >99% ee) (59% rdto., >99% ee) ATA-024: 89% conv., >99% ee (R)
NH, F NH,
FsC QA XN
3g 3h
ArRMut11TA: 72% conv., 94% ee (R) ATA-251: 94% conv., >99% ee (S)
(53% rdto., 94% ee) ATA-033: 95% conv., 99% ee (R)

(84% rdto., 99% ee)
Esquema 53. Aminas alilicas sintetizadas mediante la aproximacién secuencial propuesta.
Para finalizar, en este capitulo se puede concluir que se ha:

- Ampliado el estudio del comportamiento de diversos catalizadores de
Au(l) en el reagrupamiento de Meyer-Schuster del alcohol propargilico
la, identificando no solo el IPrAuNTf, del que ya se conocia su
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potencial, sino también del JohnPhosAuNTf, y de la especie dinuclear
{[IPrAu]2(1-OH)}BF4].

- Optimizado el proceso de biotransaminacion de las cetonas o[-
insaturadas intermedias empleando transaminasas, encontrando varias
ATAs que permitieron sintetizar las correspondientes aminas alilicas
Opticamente activas con conversiones y excesos enantioméricos
elevados.

- Analizado el proceso en cascada que combinaba la accion de un
catalizador de Au(l) y una transaminasa, para la sintesis de la amina (E)-
3a utilizando alanina como donador de amina, si bien esta ha
transcurrido con conversiones cercanas al 50% en las mejores
condiciones encontradas.

- Desarrollado un proceso secuencial para la sintesis de 8 aminas alilicas
B,p-disustituidas enantioenriquecidas mediante la combinacion de un
catalizador de Au(l) y una transaminasa, obteniendo buenos resultados
en términos de conversion y estereoselectividad.
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Abstract. The compatibility between gold(I) catalysts and [1,3-bis(2.6-diisopropylphenyl)imidazol-2-ylidene]-
amine transaminases has been explored to transform racemic  [bis(trifluoromethanesulfonyl)-imide]gold(T)
propargylic alcohols into enantioenriched allylic amines in a  ([Au(IPr)(NTf)] (A) in aqueous medium was found to be an
straightforward and selective manner. The synthetic approach  ideal catalyst, while selective, made-in-house ani
consists of a gold(I)-catalysed Meyer-Scl rearrangement ial amine transaminases permitted the asymmetric
of a series of 2-arylpent-3-yn-2-ols and a subsequent gynthesis of both (E)-4-arylpent-3-en-2-amine enantiome's
stereqselective enzyme-catalysgd transamination o_f the good isolated yields (53-84%) and excellent |
resulting a,p-unsaturated prochiral ketones. The design of = gioreoselectivities (97 to >99% enantiomeric excess). 1
cascade processes involving sequential or concurrent I
apprqa_ches has been studied in oy seam_h for ideal reaction Keywords: Chiral amines; Gold catalysis; Meyer-Schus.c: L
condnmns. to produce the desired amines. Thus, the N- rearrangement; N-Heterocyclic carbene; Transaminases |
heterocyclic carbene complex
particularly challenging when primary amine
Introduction syntheses are targeted due to metal-catalyst

The impact of chiral amines in the preparation of drugs
and bioactive compounds is continuously increasing.
Recent studies consider that around 40 to 45% of small
pharmaceutical products on the market contain this
nitrogenated corel'"! Additionally, optically active
amines display a pivotal role in asymmetric synthesis
due to their versatility as building blocks, chiral
auxiliaries, and ligands for synthetic purposes.’]
Nowadays, biocatalysis provides useful solutions to
obtain optically active amines from racemic mixtures
or carbonyl compounds. The development of
enantioselective  desymmetrisation ~ with  imine
reductases (IREDs), reductive aminases (RedAms),
amine dehydrogenases (AmDHs) or transaminases
(ATAs). replacing the traditional role played by
lipases in (dynamic) kinetic resolutions represent
state-of-the-art developments [

One-pot chemoenzymatic strategies allow for the
introduction of molecular complexity  with
simultaneous ~ chiral induction.®) However, the
combination of metal catalysts and enzymes is

deactivation and/or amine coordination and cross-
reactivity issues. Therefore, the compatibility of
reaction conditions found for metal-only and bio-
catalysed-only transformations limit the design of
general and efficient routes to produce chiral amines.
Additionally, metalloenzymatic approaches towards
the synthesis of chiral amines have been less
investigated than reactions yielding alcohols, amides
and esters.*”! In this context, a limited number of
examples have been described involving mainly
palladium-catalysed transformations (hydrogenation,
Wacker-Tsuji oxidation or Suzuki-Miyaura cross-
coupling, among others).[) One notable example is the
ruthenium-catalysed ~ isomerisation  of  allylic
alcohols!”! in combination with enzymes (with a
selection of ATAs) for selective transformation of
ketones into chiral amines. In fact, these metal-ATA
combinations were developed in a sequential manner
due to incompatibilities between the amine donor and
the metal catalyst, precluding the development of these
processes in a one-pot cascade mode.

This article is protected by copyright. All rights reserved
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The combination of gold catalysts and enzymes has
attracted recent attention, disclosing elegant examples
for multi-step transformations. Among the biocatalysts
used, lipases and esterases from the hydrolase
family *) and redox enzymes including monoamine
oxidases (MAOs),”) and alcohol dehydrogenases
(ADHs),[' have provided access to different families
of organic compounds, although the performance of
concomitant strategies has been scarcely demonstrated
using either lipases® or ADHs.['®<] Very recently,
two one-pot alkyne amination strategies have been
reported based on the gold hydration of terminal
alkynes to groduce methyl ketones as amine
precursors.!'12] On one hand, Rueping and co-workers
identified gold(I) chloride, which was employed at low
loading, to synthesise a series of aryl ketones at 60 °C,
requiring principally an organic reaction medium for
25 mM alkyne concentration.!'") Once the hydration
step was complete, the reaction was diluted five times
by addition of the ATA preparation, and the enzymatic
step was carried out at 30 °C, that are more suitable
conditions for the enzyme stability. Excellent
stereoselectivities and a range of yields were achieved
using commercial enzymes, pyridoxal-5’-phosphate
(PLP) and isopropylamine (‘PrNH,) as amine donor.
On the other hand. Liu and co-workers prepared an
encapsulated Aw/carbene mediating the hydration of
propargylic ethers."”) employing an ammonia source
together with an amine dehydrogenase and a cofactor
regeneration system for the second step. This approach
led to 25 aliphatic amines bearing in all cases the 2-
aminopropan-1-oxy core with good to very high
conversions and excellent selectivity.

Encouraged by the previous development of the
Meyer-Schuster rearrangement!'] of a series of
racemic propargylic alcohols using a N-heterocyclic
carbene (NHC)-gold(I) catalyst, and since it can be
compatible with the enzyme reaction as previously
described with ADHs,'™ herein the possibility to
combine a gold(I) catalyst with ATAs has been
investigated, to obtain a series of allylic amine
enantiomers using a one-pot approach (Scheme 1). In
addition to the reactivity of both catalysts, special
efforts have been made in the design and optimisation
of sequential or concurrent approaches.

1. Gold-catalyzed
HO, NH,
X N
biotransamination
Au(l) o _\I A
Amine donor
S

Meyer-Schuster

rearrangement

2. ATA-catalyzed

Scheme 1. One-pot Meyer-Schuster rearrangement of
propargylic alcohols and enzyme-catalysed stereoselective
transamination of o, ated ketone intermedi

10.1002/adsc.202200777

Results and Discussion

The determination of suitable reaction conditions in
aqueous medium to permit the action of gold catalysts
and ATAs is crucial, especially in the case of
concurrent  cascade  approaches.  Shifting  the
equilibrium in the biotransamination of ketones
represents one of the major challenges, since the
reaction e(}uilibn‘um is highly favoured in the opposite
direction.#*»1*] Therefore, the use of easily accessible
and inexpensive amine donors is required, and
nowadays two main strategies are employed, the use
of a large excess of PrNH» (forming acetone as by-
product), or using a small excess of alanine gAla) with
in situ removal of the resulting pyruvate,**! although
other possibilities such as the use of the so-called
“smart” amine donors in almost equimolecular
amounts with regard to the carbonyl substrate can be
an alternative.l’) The addition of various reactants
needed for the enzymatic step was explored taking as
an initial set of conditions our previously optimised
gold-catalysed Meyer-Schuster rearrangement of
racemic alcohol 1a to provide preferentially the ketone
isomer (E)-2a.1%1 This included different amine
donors (‘PrNH. and L-Ala), an ATA and PLP required
as enzyme cofactor (Table 1). A clear incompatibility
between the metal reactivity and the use of PrNH, was
observed, even when reducing the amount of the amine
donor from 1 to 0.1 M (entries 2 and 3). Importantly,
L-alanine appears to be compatible with the gold(I)
catalyst leading to the formation of the (£)-unsaturated
ketone 2a in a similar ratio than in the absence of any
additive (entries 1 and 4).1'%) The use of an enzyme
such as commercial ATA-415 and PLP did not impede
the development of a cascade approach (entries 5 and
6).

Table 1. Influence of additives in the Meyer-Schuster
rearrangement of racemic alcohol 1a.

6 [Au(IPr)NTI)] (A, 3 mol%) 0
(Additive)
s, - N
Q& H,0:2-Me-THF (4:1 v/v) ©)\)\
1a (100 mM) 40°C,3h 2a

Entry Additive 1a (E)-2a (Z2)-2a

[%][=] [%][=] [%][al
101 - <1 89 11
2 'PrNH> (1 M) >99 <1 <1

3 PrNH» (0.1 M) 96 3 1

4 L-Ala(0.1M) <1 87 13
5 ATA-415 <1 85 15
6 PLP (1 mM) <1 86 14

[ Product percentages measured by GC analyses.
] Data reported in reference 10d.

Searching for an efficient and compatible gold(I)
catalyst for this cascade,!'” a screening of NHC-gold
catalysts was performed (Table S1 in SI).'!)
Interestingly, apart from [Au(IPr)(NTf»)] (A) (87%
conversion), the dinuclear gold(I) hydroxide complex

2
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{[Au(IPr)](n-OH)}[BFs] (B)!"?! also provided a
remarkable 84% conversion, which provided us with
two adequate catalysts to study the process in both
sequential and cascade manners.

As possible cosolvents, 2-methyltetrahydrofuran (2-
Me-THF), tetrahydrofuran, rert-butyl methyl ether
(MTBE), 2-propanol ('PrOH), acetonitrile (MeCN)
and n-heptane were tested (Figure 1 and Table S2 in
SI). All led to complete conversions with variable
amounts of the ketone (E)-2a isomer, attaining 87-
89% with 2-Me-THF. THF and 'PrOH. The use of the
eutectic mixture choline chloride:glycerol (1:2
mol/mol) was also studied, but a lower total
conversion was found (85%), with a poor selectivity
towards (E)-2a formation (44%). At this point, the use
of lower amounts (5-15% vol) of 2-Me-THF was
studied in more detail, but no improvement of the
reaction outcome (82-88%, Table S3 in SI) was
observed. Interestingly. higher 2-Me-THEF ratios (50%
vol) achieved a remarkable 92% to (E)-2a. although
this condition will not be suitable for the action of the
ATA in the second step of the chemoenzymatic
sequence, so it was not further considered.

2-MeTHF THF TR [y Heptane
o .

Organic cosolven

e (£)-28

Figure 1. Influence of the cosolvent (20% vol) in the
Meyer-Schuster rearrangement of 1a (100 mM) using
[Au(IPr)(NTf)] (3 mol%) in water for 3 h at 40 °C.

Higher temperatures usually favoured this
transformation, but in a chemoenzymatic cascade
context, the use of elevated temperatures is deleterious
for the enzymatic step. For this reason, the Meyer-
Schuster rearrangement of 1a was performed at 40 °C
or 45 °C using 2-Me-THF, THF and 'PrOH as
cosolvents, but no significant differences were
observed towards (£)-2a formation (87-90%, Table S4
in SI) under these conditions. Finally, the use of
different aqueous media was explored, since the
control of the pH is a key parameter in
biotransaminations, especially after addition of an
amine donor such as 'PrNH, which can affect both the
final pH value and the enzyme activity. Apart from
distilled water, different buffers were examined
ranging from phosphate (KPi) to derivatives of 2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid (MES) or 3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid (MOPS). These
results are displayed in Table 2. The use of water and
MOPS buffer resulted in the most beneficial results for

10.1002/adsc.202200777

the gold(I) species (entries 1 and 7), while the use of
different concentrations of KPi or MES buffers
(entries 2-5), commonly accepted by ATAs, led to
lower conversion values.

Table 2. Effect of the aqueous medium in the Meyer-
Schuster rearrangement of racemic alcohol 1a.

HO, ; 2
A (3 mol%) S
—
©>\ Aqueous medium ©)\)\
‘PrOH (20% vol)

1a (100 mM) 40°C.3h 2a
Entry Aqueous 1a (E)-2a  (2)-2a
medium® [%]0T  [%]®] [%]

1 H:0 <1 89 1

2 KPi (100 mM) 42 50 8

3 KPi (50 mM) 38 54 8

4 KPi (25 mM) 30 63 7

5 MES (50 mM) 35 59 6

6 MOPS (50 mM) 16 75 9

7 MOPS (50 mM)IF <1 87 13

(&l The pH values for all the tested buffers were 7.5.
[ Product percentages measured by GC analyses.
[I Reaction time was extended to 24 h.

Moving to the biotransamination step and considering
the screening. six lyophilised E. coli whole-cell
preparations  heterologously expressing different
ATAs were used. These are the (S)-selective ATAs
from  Chromobacterium violaceum —(CyTA),P%
Arthrobacter citreus (4rSTA),”" wild type!®! and a
variant from Vibrio fluvialis (V/TA and VfTA
mutant),?* the (R)-selective ATAs from Aspergillus
terreus (AT A)P* Arthrobacter sp. (ArRTA)> and its
engineered variant 4rRmutlITA.”9 Additionally, a
commercial kit from Codexis Inc. was employed
containing 28 ATAs. For simplicity, all the
biotransformations were carried out using 'PrNH, (1
M) to identify active enzyme hits, which could be later
examined with alanine to design the concomitant
chemoenzymatic approach.

Parameters such as temperature and the addition of
a cosolvent were investigated. On the one hand,
biotransaminations were carried out at 30 °C (Table S6
in SI), 40 °C and 45 °C (Table S7 in SI), leading to the
best conversions at 45 °C, while the selectivity
remained unaffected at the highest temperature. The
best results are summarised in Table 3. The selectior
of this temperature is advantageous since it is also
suitable for the metal-catalysed step. On the other hand,
DMSO and PrOH (2.5% vol) led to better outcomes
than 2-Me-THF for the formation of (£)-3a for a
representative number of ATAs. considering both (R)-
and (S)-selective ones (82-92% yield, Table S8 in SI).
Remarkably, in no case was (Z)-2a accepted by ATAs
since the amine (Z)-3a was not observed in the reaction
crude analyses, a situation similarly found for
reactions involving ADHs,'% likely due to steric
hindrance.
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Table 3. ATA screening for the biotransamination of (E)-2a
under standard conditions.

ATA, PLP (1 mM) NH,

(o}
S PENH, (1 M) A
KPi buffer 50 mM pH 7.5
DMSO (2.5% vol)

10.1002/adsc.202200777

remarkable results about the use of the LDH/GlwW/GDH
system and different temperatures with ATA-251 and
the use of PrOH as cosolvent in ArTA-catalysed
reactions are highlighted in Table 4.

(E)-2a (25 mM) 45°C, 24 h, 220 rpm (E.S)- or (E,R)-3a

Entry  Enzyme c[%]™  (E)-3a ee [%]D =S

1 ArSTA 85 99 () .

20 JfTAmutant 84 >99 (S) = .

3 ATA-237 86 99 (S) )

4 ATA-251 90 99 (S) .

5 ATA-254 90 99 (S) ’

6 ATA-260 89 99 (5) ATAQD

7 ATA41S 89 97 (R) PO (1M @ Akmina (125

8 ATA-024 91 99 (R)

9 ATA-025 89 99 (R) ) . s
10 ATA-033 0 99 (R) Figure 2. Influence of the amine domor in the

Bl Conversion values were measured by GC analyses.

Pl Enantiomeric excess values were measured by chiral
HPLC after chemical acetylation of the reaction crude.

[l Reaction was carried out a 30 °C instead of 45 °C.

Notably, some enzymes proved able to accept alanine
as an amine donor (5 equiv, 125 mM) in lieu of PINH.,
using the lactate dehydrogenase, glucose and glucose
dehydrogenase system (LDH/GIwWGDH) for the

transformation of pyruvate into lactate (Table S9 in SI).

This was the case for ATA-251 (64%) to obtain the
enantiopure (E,S)-3a. while A/TA, that was inactive
with 'PrNH,, displayed the highest activity giving
access to the opposite enantiomer in an outstanding
90% (Figure 2).

The compatibility between [Au(IPr)(NTf;)] and
alanine already displayed in Table 1 (entry 4),
deserved a deeper study of the enzymatic step, in order
to achieve an efficient cascade sequence. The most

bic ination of (E)-2a (25 mM) using a KPi buffer pH
7.5 and DMSO (2.5% vol) for 24 h at 45 °C and 220 rpm.

On the one hand, ATA-251 suffered a significant loss
of activity at 30 °C compared to the reaction at 45 °C
(57-64%, entries 1 and 2), while changing the amount
of amine donor and enzyme related to the pyruvate
removal did not lead to any improvement (entries 3-5).
On the other hand, PrOH was explored as possible
cosolvent of the A7TA-catalysed reactions since it was
previously demonstrated that DMSO is not adequate
for the [Au(IPr)(NTf)] catalysed step.['®! Satisfyingly,
conversion values were similar and practical fo:

synthetic purposes (entries 6 and 7). Additional
experiments using other aqueous systems (entries 7

and 9), or higher cosolvent concentrations (entries 10-
12) led to poorer results. With 47TA as the unique
enzyme capable to fulfil the requirements for the
chemoenzymatic approach. the development of the
concurrent cascade was next explored (Table 5).

Table 4. ATA-catalysed biotransamination of (E)-2a (25 mM) using alanine as amine donor.[?
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Entry Enzyme Ala[mM] LDH[U] GDH[U] T[C] Cosolvent[% vol] ¢ [%]® (E)-3a ee [%]
1 ATA-251 125 45 15 45 DMSO (2.5) 64 >99 (S)
2 ATA-251 125 45 15 30 DMSO (2.5) 57 >99 (S)
3 ATA-251 125 60 15 45 DMSO (2.5) 62 >99 (S)
4 ATA-251 200 45 15 45 DMSO (2.5) 65 >99 (S)
5 ATA-251 125 45 20 45 DMSO (2.5) 63 >99 (S)
6 AfTA 125 45 15 45 DMSO (2.5) 90 >99 (R)
74 AfTA 125 45 15 45 PrOH (2.5) 91 >99 (R)
8 AfTA 125 45 15 45 PrOH (2.5)¢ 65 >99 (R)
9 AfTA 125 45 15 45 'PrOH (2.5)!) 61 >99 (R)
10 AITA 125 45 15 45 PrOH (5) 68 >99 (R)
11 AfTA 125 45 15 45 'PrOH (10) 15 nd.

12 AfTA 125 45 15 45 "PrOH (15) <1 n.d.

Bl Reaction conditions: (E)-2a (25 mM), KPi buffer (pH 7.5, 50 mM), cosolvent (2.5-15% vol), 24 b, 220 rpm, ATA-251
(1:1 w/w), L-Ala, GDH (15-20 U) and D-Glucose (75 mM): or AfTA (4:1 w/w), D-Ala, GDH (15 U) and D-glucose (75 mM).
Pl Conversion values were measured by GC analyses.

1] Enantiomeric excess values were measured by chiral HPLC after chemical acetylation of the reaction crude. Major amine
enantiomer appears in parentheses. n.d.: Not determined.

9 Distilled water was used instead of KPi buffer.

1 MOPS buffer (pH 7.5, 50 mM) was used instead of KPi buffer.
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Table 5. Optimisation of the one-pot Meyer-Schuster rearr
mode. !

and biot of 1a conducted in concurrent

Gold(l) catalyst
AITA (2:1 w/w), PLP (1 mM)

HO, D-Ala (5 equiv). LDH (45 U) NH,
Glu (3 equiv), GDH (15 U) A
A Aqueous medium
'PrOH (2.5% vol)
1a T, 24 h, 220 rpm (E,R)-3a
Entry Aqueous medium Gold(I) catalyst T [1a] 1a (E)-2a  (2)-2a (E.Re-3a (E,R)-3a
[mol%] rel M) (%™ (%™ (%)™ [%]Y ee[%]]
1 KPipH 7.5 50 mM A(5) 45 100 35 57 2 6 nd.
2 H0 A5 45 100 33 59 2 6 nd.
3 KPipH 7.5 50 mM A(5) 45 25 35 39 1 25 nd.
4 H,0 A(5) 45 25 41 46 1 12 nd.
5 KPi pH 7.5 50 mM A(5) 45 10 87 B <1 9 n.d.
6 KPipH 7.5 50 mM A 40 25 53 18 <1 29 nd.
7 KPi pH 7.5 50 mM A(5) 30 25 67 19 1 13 n.d.
8 KPipH 7.5 50 mM A(75) 45 25 35 28 1 36 >99
9 KPipH7.550mM A(7.5) 4514 25 28 25 6 41 >99
10 KPipH7.5 50 mM B (5+5)€ 45 25 35 43 3 19 nd.
11 KPipH7.5 50 mM B(7.5) 45 25 36 29 1 34 97
12 KPipH 7.5 50 mM B (7.5) 454 25 25 22 5 48 97

[ Reaction conditions: 1a (10-100 mM), KPi buffer (pH 7.5, 50 mM, 696 uL), 'PrOH (25 uL, 2.5% vol), gold catalyst (5-
10 mol%), AfTA (2:1 w/w), PLP (1 mM), D-Ala (5 equiv), D-glucose (3 equiv), LDH (45 U), GDH (15 U), 24 h, 220 rpm.

D] Conversion values were measured by GC analyses.

[] Enantiomeric excess values measured by chiral HPLC after acetylation of the reaction crude. n.d.: Not determined.

[d] Reaction was run for 48 h.

[e] Catalyst added in two portions (5 mol% at the beginning plus 5 mol% after 6 h).

Reactions were initially carried out in phosphate buffer
or water as the aqueous medium, finding in both cases
at 100 mM substrate concentration, that there
remained a significant amount of unreacted
propargylic alcohol (33-35%, entries 1 and 2), but also
that the reactions just produced the a,f-unsaturated
ketone intermediate 2a. Therefore, the substrate
concentration was decreased to 25 mM (entries 3 and
4). which slightly favoured the ketone transformation
into the amine but still to a low extent, and a lower
concentration (10 mM) only led to 9% conversion
(entry 5). The use of 40 °C allowed to increase the
amine formation to 29%. but lower temperatures led
again to poor results (entries 6 and 7).

Better results were found with the use of higher
[Au(IPr)(NTf;)] (A) loadings (7.5 mol%), and
prolonging the reaction time to 48 h allowed the
formation of enantiopure (£.R)-3a to 41% conversion
(entries 8 and 9). Finally, the use of another gold(I)
catalyst, the dinuclear species {[Au(IPr)]a(u-
OH)}[BF:] (B) was explored, considering its addition
in portions along the process and running it for one or
two days (entries 10-12), providing the highest
conversion of 48%. although the optical purity of the
amine slightly decreased (97% ee) in comparison with
the A-catalysed reactions.

Bearing in mind that conversions did not reach a
50% yield in the concomitant approach, we studied a
sequential approach, by adding the ATA. the amine
donor, PLP and 'PrNH. once the first metal-mediated
step was completed. In this case, two active and

selective ATAs were selected (Table 3), one (S)
selective and overexpressed in E. coli (4rSTA) and
another (R)-selective and commercially availabls
(ATA-024), and their reactions were optimised
obtaining up to 89% and 94% conversion, respectively.
(Table 6). Before studying the sequential approach, the
influence of the presence of the gold catalyst A (3
mol%) on the ArSTA and ATA-024 was studied,
finding that both ATAs were not affected by the
presence of the metal (Table S19). These results
prompted us to study the sequential approach more in
depth.

This optimisation was based on the study of
different gold(I) species. dilutions of the ketone
intermediate, reaction times and amounts of ATA.
Thus, starting from a concentration of 100 mM of the
propargylic alcohol 1a, the best results were found
when the gold reaction was allowed to proceed for 3 h,
and following dilution of the reaction content to 15
mM ketone concentration for the second step bj
addition of the KPi buffer (entries 1-4). In this case,
the amount of 4»SATA did not have an impact on the
process outcome, while longer reaction times (48 h)
allowed the formation of (E.S)-3a with the highest
conversion. Both, A and B displayed good catalytic
performance (entries 4 and 5), although to extend the
reaction scope, A was selected. To obtain the amine
(E.R)-3a using ATA-024, the use of longer reaction
times (48 h) proved crucial to achieve the optimal
results (entries 6-8).

This article is protected by copyright. All rights reserved

6T I91

4Q LLLODTTOT SPE/T0OT 01/

Traome

SR e85 [FR0T01 S 1] @ SHar] WO Loy

PR Yo e o

0 S3Ea) 2| qeaTdt




Advanced Synthesis & Catalysis

10.1002/adsc.202200777

Table 6. Optimisation of the one-pot Meyer-Sct reart and biotr ion of 1a carried out in a sequential
mode.
HO o ATA, PLP (1 mM) Nt
- Gold(1) catalyst (3 mol%) R PINH, (1 M) A 2
N H,0: 'PrOH (9:1 v/v) Dilution with KPi buffer
) (pH 7.5, 100 mM)
1a B30 (E)-2a (major) l:zs °C, 220 rr:m (E)-3a
(0.05 mmol, 100 mM) + (Z)-2a (minor) + (Z)-2a (unreacted)
Entry  Gold() cat. ATAM Dilution  t[h] 1a (E)-2a  (2)-2a  (E)-3a  (E)-3a
[mM] [ %™ %)™ [%])™ ee[%]]
1 A ArSTA (20 mg) 25 24 <3 33 <3 63 99 (S)
2 A ArSTA (30 mg) 25 24 <3 30 3 65 99 (S)
3 A ArSTA (20 mg) 15 24 <3 15 5 79 99 (S)
4 A ArSTA (20 mg) 15 48 <3 7 4 89 99 (S)
5 B ArSTA (20 mg) 15 48 <3 17 7 76 96 (S)
6 A ATA-024 (8 mg) 15 48 <3 6 <3 94 >99 (R)
7 A ATA-024 (4 mg) 15 48 <3 6 <3 94 >99 (R)
8 A ATA-024 (8 mg) 15 24 <3 16 <3 84 >99 (R)

[ Weight of lyophilised cells of E. coli overexpressed (entries 1-5) or commercial (entries 6-8) ATA appear in parentheses.
] Percentage of products were determined after liquid-liquid extraction and 'H-NMR analysis of the corresponding reaction

crude.

[ Enantiomeric excess values were measured by chiral HPLC after chemical acetylation of the reaction crude. Major amine

enantiomer appears in parentheses.

ArSTA: 89% conv and 99% ee (S)
(82% isolated yield and 99% ee)
ATA-024: 94% conv and 99% ee (R)

Br

ATA-P1-F03: 72% conv and >99% ee (S)

ArRMut11TA: 75% conv and >99% ee (R)
(57% isolated yield and >99% ee)

FiC

NH,

(E.R)-3g

ArRMutl1 TA: 72% conv and 94% ee (R)
(53% isolated yield and 94% e¢)

Figure 3. One-pot sequential A-catalysed Meyer-Shuster rearrangement followed by ster

ATA-251: 91% conv and 98% ee (S)
ATA-024: 91% conv and 99% ee (R)
(80% isolated yield and 99% ee)

ATA-238: 70% conv and >99% ee (S)
ATA-033: 75% conversion and >99% ee (R)
(59% isolated yield and >99% ee)

cr
ATA-260: 77% conv and >99% ee (S)
ArRMut1] TA: 82% conv and >99% ee (R)
(69% isolated yield and >99% ee)

NH,

ATA-251: 94% conv and >99% ee (S)
(81% isolated yield and >99% ee)
ATA-024: 89% conv and >99% ee (R)

(E)-3h
ATA-251: 94% conv and >99% ee (S)

ATA-033: 95% conv and 99% ee (R)
(84% isolated yield and 99% ee)

ive biotr ination:

Au(IPr)(NT)] (3 mol%), HoOPrOH (9:1 v/v), 45 °C, 3 h and magnetic stirring; then dilution to 15 mM with KPi buffer
pH 7.5 100 mM, 'PrNH, (1 M), PLP (1 mM), ATA (see the experimental section for individual enzyme details), 45 °C, 48 I
and 220 rpm. Blue and green data for (S)- and (R)-selective ATAs, respectively, including preparative experiments in

parentheses for 100 mg of substrate.

After enzyme screening of the biotransamination of
ketones 2b-h (Tables S10 to S16 in SI), the scope of
the sequential chemoenzymatic cascade was next
explored using seven additional propargylic alcohols
1b-h bearing different pattermn substitutions at the
aromatic ring, which were selected since they are
known to be good substrates for their [Au(IPr)(NTf,)]-
catalysed Meyer-Schuster rearrangement (Figure
3).004 The best [Au(IPr)(NTf:)]-ATA pairs were

identified (Table S18 in SI), allowing the preparation
of both amine enantiomers 3b-h (97 to >99% ee) in
good to excellent conversions (70-95%). Absolute
configurations were assigned based on the known
ATA stereoselective preference,”®?9 finding that the
(R)-enantiomers released first in the HPLC analyses
(see Section X in SI). The reaction was also extended
to the 2-thiophene derivative (1i) as an example of a
heteroaromatic ~ substrate, although the low

6
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conversions achieved in the biotransamination step of
ketone 2i (<45%, Table S17 in SI) hampered the
development of the chemoenzymatic approach.

Sequential ~ reactions  were  scaled-up  on
semipreparative scale (100 mg of substrate),
producing the enantioenriched amines 3a-g in
moderate to high isolated yields (53-84%) and
excellent ee values, after liquid-liquid extraction and
column chromatography purification. Importantly, the
obtained amines were recovered with the same optical
purity as the ones attained in the cascade reactions
previously carmried out on smaller analytical scale.
Additionally, the reaction with 0.5 g of la was
performed with 4rSATA and 'PrNH., producing (S)-
3a in 79% isolated yield and 99% ee.

Conclusions

After identifying a smooth access to chiral allylic
amines from propargylic alcohols, the gold(I)-
catalysed Meyer-Schuster rearrangement and the
stereoselective biotransamination of the unsaturated
ketone intermediates have been optimised, exploring
the possibility of obtaining high-yielding sequential
and cascade processes. From the different parameters
affecting catalyst activities, for instance catalyst
loadings, (co)solvent, temperature or substrate
concentration, the use of an adequate amine donor has
proved crucial to develop an efficient chemoenzymatic
strategy. Although the use of alanine has allowed for
the first time the synthesis of an optically active amine
through a gold-enzyme concurrent strategy, the
conversions into (£)-4-phenylpent-3-en-2-amine (3a)
did not exceed 50% conversion (at 25 mM substrate
concentration). While still low, it is a remarkable value
since the deactivation of metals in the presence of
highly nucleophile species such as amine derivatives
is known (in this case, both the amine donor and the
final product), as demonstrated in previous
metalloenzymatic ~ approaches  to  synthesise
amines.®791112] Thus, both enantiomers of a series of
(E)-4-arylpent-3-en-2-amines (3a-h) were produced in
good conversions (67-95%) and excellent selectivities
(>97% ee), the scalability of these processes being also
demonstrated by recovering the target enantiopure
amines in good to high isolated yields (53-84%).

Experimental Section

expressed in E. coli from CYTA ArSTA, VfTA
mutant), AfTA, ArRTA and 1th mutant ArRmutll were
obtained as already described,”**¢! while commercially
available ATAs were obtained from Codexis Inc. GDH-105
(48 U/mg) was obtained from Codexis Inc. and LDH (300
U/mg) was gurqhased from Sigma-Aldrich. All other
reagents for chemical transformations and product recovery
were obtained from Sigma-Aldrich and used as received.
Thin layer chromatographies (TLCs) were conducted with
silica gel precoated plates and visualised with UV and
potassium permanganate stain. Column chromato; ﬁlnes
were performed using silica gel (230-400 mesh).
spectra were recorded on a Bruker 300 MHz spectrometer.
All chemical shifts (3) are given in parts per million (ppm}
and referenced to the residual solvent signal as interna

Lyophilised made in house ATAs heterologously
. VTA

10.1002/adsc.202200777

standard. IR spectra were 1
on NaCl pellets.

Gas chromatography (GC) analyses were performed on
standard %fis chromatograph apparatus equipped with a FID
detector. High performance liquid chromatography (HPLC)
analyses were carried out in a chromatograph with UV
detector at a 210 nm wavelength. GC and HPLC analyses
served to calculate conversion, enantiomeric excess and
diastereomeric excess values. High resolution mass spectra
(HRMS) were obtained in a spectrometer using the ESI-
TOF positive mode. Measurement of the optical rotation
was carried out at 590 nm m a standard polarimeter. Typical
procedures for the Meyer-Schuster rearrangement of
alcohols 1a-h and ATA-catalysed transamination of ketone
(E)-2a-h appear in the Supporting Information.

ded on a )pc\u-"r'

Typical procedure for the one-pot Meyer-Schuster and
biotransamination performed in a concurrent manner at
analytical scale using A/TA overexpressed in E. coli.
Propargylic alcohol 1a was dissolved in PrOH (25 uL}
inside a glass vial (2.5 x4 cm), and then a 50 mM KPi buffer
PH 7.5 or distilled water (696 uL), containing PLP (1 mM)
and D-alanine (125 mM), LDH (45 U), glucose (75 mM),
GDH (15 U) and NADH (1 mM) were successively addec.
Finally, the gold(I) catalyst (5 or 7.5 mol%) and lyophilised
cells of E. coli overexpressing AfTA (30 mg) were added.
The mixture was shaken at the corresponding temperature
(30-45°C) and 220 rpm for 24 h, and after this time the
reaction was stoj with the addition of a NaOH 10 M
aqueous solution (200 uL). The mixture was extracted with
EtOAc (3 x 750 uL) and the organic phases were combined,
dried over NaSOs; and filtered. Conversions were
determined by GC and 'H-NMR analyses, and enantiomeric
excess values were determined by HPLC after chemical
acetylation using DMAP and acetic anhydride.

Typical procedure for the one-pot Meyer-Schuster and
biotransamination performed in a sequential manner at
analytical scale using en%ymes overexpressed in E. coli.
Proga(r)ﬁhc alcohol 1a (0.05 mmol, 8.0 mg) was dissolve
in'P (50 pL) inside a glass vial (2.5 x4 cm), and then
distilled water (450 pL) and the gold(I) catalyst (3 mol%
0.0015 mmol) were added. The mixture was stirred at 45 °C
for 3 h. After this time, 100 mM KPi buffer pH 7.5 (2.83
mL) containing PLP (1 mM) and PrNH> (1 M), and E. coli
overexpressing ArSTA or ArRmutl ITA (20 m%). were then
added. The mixture was stired for 48 h at 45 °C, after this
time the reaction was stopped by the addition of a NaOH 10
M aqueous solution (400 pL). The mixture was extracted
with EtOAc (3 x 2 mL) and the organic phases were
combined, dried over Na>SOy and filtered. The conversior
values were determined by 'H-NMR analyses, and
enantiomeric excess values were determined by HPLC after
chemical acetylation using DMAP and acetic anhydride.

Typical procedure for the one-pot Meyer-Schuster and
biotransamination performed in a sequential manner at
analg'ﬂml scale usln§ commercial enzymes. Propargylic
alcohol 1a (0.05 mmol, 8.0 mg) was dissolved in 'PrOH (50
uL) inside a glass vial (2.5 x 4 cm), and then distilled water
(450 pL) and the gold(I) catalyst (3 mol%, 0.0015 mmol)
were added. The mixture was stirred at 45 °C for 3 h. After
this time, 100 mM KPi buffer pH 7.5 (2.83 mL) containing
PLP (1 mM) and 'PrNH> (1 M), and the corresponding ATA
(ATA-024, ATA-033, ATA-238, ATA-251, ATA-P1-F03
or ATA-260, 4 mg), were then added. The mixture was
stirred for 48 hat 45 °C, and after this time the reaction was
stopped by the addition of a NaOH 10 M aqueous solution
(400 pL). The mixture was extracted with EtOAc (3 x 2mL)
and the organic phases were combined, dried over Na>SO4
and filtered. The conversion values were determined by 'H-

analyses, and enantiomeric excess values were
determined by HPLC after chemical acetylation using
DMAP and acetic anhydride.

Typical procedure for the one-pot Meyer-Schuster and
biotransamination performed in a sequential manner at
semipreparative scale. The corresponding propargylic
alcohol 1a-h (0.6 mmol) was dissolved in 'PrOFlx (glo uL)

7
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msnde an Erlenmeyer flask, and then distilled water (2.81

mL) and IPrAuNT® (3 mol%, 0.018 mmol, 15.0 m; Ag were
added. The mixture was stirred at 45 °C for 3 h. After this
time, 100 mM KPi buffer pH 7.5 (17.54 mL) containing PLP
(1 mM) and 'PrNH: (1 M), and the corresponding ATA (120
mg of an overexpressed £. coli transaminase or 25 mg of a
commercial one from Codexns) were added. The mixture
was stirred for 48 h at 45 °C, and after this time the reaction
was stopped by the addition of a NaOH 10 M a Sueous
solution (5 mL). The mixture was extracted with EtOAc (4
x 25 mL) and the organic phases were combined, dried over
NaxSOs, filtered and concentrated er vacaum. The
conversion values were determined by 'H-NMR analyses,
and enantiomeric excess values were determined by HPLC
aﬂer chemical acetylation using DMAP an acetic

dride. Purification bf{ column chromato gag) ! on silica
gel{ MeOH) led to the allylic amines 3a-h (53-84% isolated
yields and 97->99% ee).

(E)—4-Plleﬁ' ent-3-en-2-amine (3a). Yellowish oil (82%
Yleld) R/( H) 0. 17 IR: v3418, 2939 1605 1580, 1507,
00.13 MHz, CDCLs): § 7.41-7.38 (m,

2H), 7.34- 719(m SH) 569};11 10.1 Hz, lH) 3.97-3.88
(n. 1H), 2.08 s, 3H) 1.46 (br's 7H) 122 (d. J= 6.4 Hz,
H). (75.5 MHz, CDCl3 3
133.8 (C). 128.2 (2CH). 1269 (CH), 125.7 (2CH), 45.4

CH), 23.9 (CH:). 15.9 (CHs). HRMS (ESI™, m/z): caled for
CuiHieN)™ (M+H)™ 162.1277; found 162.1281.

4-Fluor ophenyl)fwnt -3- en 2-amine (3b).
ellowlsh 011 (80% Yle d). Rf = 0.08. IR: v 3362,
H— (300.13 MHz,

CDCl;) 6735 730 (m. 7H) 700694 (m, 2H), 5.61 dJ
= 8.8 Hz, 1H), 395386(771 IH) 2.03 (s, 3H),187( 7S,
2H), 1. 20(d,J=64 BC-NMR (75.5 zCDCl;)
5161.9 (d,J=249.2 Hz, C). 139.3 (d,J= 3.8 Hz. C), 134.1
(CH), 1331(C) 177"((11 7.6 Hz, 2CH), 115.0 (d, J =
21.1 Hz, ZCH) 454 (CH) 238 (CH;) 161 (CHa). F-

NMR (282 MHz, CDCl3): § —116.08. HRM SES _?
caled for (C11HisFN)™ ( +H)’ 180.1183; found 180118

s;f)-4-(4-Chlul‘o enyl)lpent -3-en-2-amine 3c).
ellowish oil (6 A) yield). Ry (MeOH) 0.16. IR: v 3341,
3026, 1568, 3, 1273 em™, 'H- S{ZO 13 MHz
CDCly): 87. 3” 7 24 (m, 4H), 5.66 (d,J = 9.9

3.86 (m IH) 2.04 (s, 3H) 1.59 (br.v '7H ;
Hz, 3H). ®*C-NMR (75.5 141.7 (O), 1349

g %%’ﬁé&) i 6%&‘%&4"*‘% ST oy caled or
Ci

1H15sCIN)™ (M+H)": 196.0888: found 196.0894.

(E)-4-(4-Br umophenyl)lpent -3-en-2-amine (3d).
Yellowish oil (57% vyield). R, 3 (]\/ﬁtOH) 0.16. IR: v 3348,
3013, 1552, 1488, 1261 cm’ NMR (300.13 MHz,
CDCls): 3 7.42 (d.J= 8.1 Hz, 2H), 775 (d,J=8.3 Hz, 2H),
5.67 gd J=87Hz 1 394-387(m IH)3 "04(: 3
1.57 brs 7H) 171 [ J=64 Hz

142.2 C), 135.0 g 13” 9 ch
(ZCH) 1274 (ZCH) l" .8 (CH), 4 éC (CH})
CH3). HRM 17, m/z): calc for (CnHisBr)™

(M+H)‘ 240.0382: found 240.0382.

-4-(4-(Trifluoromethyl)phenyl)pent-3-en-. 2 amine

g;)) F\msh 011 (59"}’l g'll)eld) y}p eOH): 0.08. IR: v

502, 1243 cm'?. H NMR (300.13 MHz,

CDCl;) 5 7 57 (m 2H), 7.49 (m, 2H), 5.74 (d. J = 9.1 Hz,

IH) 3.94 (brs, H), 2.08 (s, 3 , 1.66 (brs,2H), 1.23 (d,J

BBC-NMR gS 5 MHz, CDCl;)HZ 146.9 (C),

1364(C) 132.9 (CH), 1 ﬁ 126.0

(2CH), 1751(31 J=2.8Hz, 2CH), 124.3 (¢.J ’7723Hz

C) 454 (CH) 3 8 (CH;) 15.9 (CHs). '°F- I\?MR (282 MHz,

CDCl): HRMS (EST, m/z% caled  for
(CnHlstN) (M+H)' 230.1151; found 230!

(E)-4-(3-Fluor ophenyl)f)ent -3-en-2-amine 13
Yellowish oil (81% yield) R, (MeOH) 0.10. IR: v 33

3002, 1601, 1510, 1255 ¢ 'H-NMR (300.13 MHz,
CDCls): 7.29-7.21 (m. lH) 7 16-7.08 (m. 1H), 7.07 (dd. J

143. 4(C) 134.6 (CH).

10.1002/adsc.202200777

OO
2
P
&)
X
oS5
§
=t
S
k.
oo
Q
(=)
.h

78 brs 2H), l..l(gd J= 6.4HZ,

G, 138 (6231,
NEIl?z“ ‘]‘)%CH) gS 7SCH3;

d for (Cqu,FN) (M+H)™

=  CH), 213( dJ=3
Hz CH). 1127, J=2(1 Ho
159 ( 1({3). NMR (282
180.1183: found 180.1189.

E rifluorometh; l)phen)}pent -3-en-2-amine
3g) 7 w15h 011 (53 yleld (Me H) 0 10. IR: v

13 MHz,
CDCI;) 0761 738 (m 4H) i 73 (d J 86 l
(brs., JH) 208(: 3H) 1.86 (br s, 2H), 12 (d,J = 6.
MHZ,CDCI;) 8144 ( 135. (
132 9(CH) 13 G(qJ— HLC) 129.0 (CH), 128
(CH), 124.2 (¢, J= 2726HZ (), 123.5 (g, 4 s
1725(% J=38Hz,CH), 454 CH).23.7(CH3) 159(CH3‘.
282 MHz, CDCl3 ST,

—62.60. HRMS nmz
calcd for (C12HisF3N)™ (M+ *:230.1151; found 230.1157.

(E)-4-(2-] Fluol‘ophenyl)lpent -3-en-2-amine (3h).
Yellowlsh oil (84% yle d). Ry (MeOH): 0.10. IR v 3271,
3029, 1588, 1513, 1241 cem’. '"HANMR

MHz,

-8 7.26-7.17 (m 2H), 7.09-6.97 (m, SH) 5.50 (d, J
—89Hz 1H), 3.92 (apparent quint, J= 7.3 Hz, 1H), 2.04
3H)180(brs "ngl"" J=6.2Hz, 3H) BC-NMR
55MHz CDCly): 1599(d J=2469 Hz, C), 137.5
CH), 132.1 d.f~143Hz C) 1307(C3) 1297( jsézé

H), 1 ”3 6 (CH;)
17 0 ((i J= 4 6 Hz CH;) SFENMR (282 MHz, CDCLy): 3

(f m/z calcd for (CqusFN)

(M+H)‘ 1801183 ‘ound 180.

Procedure for the one-pot Meyer-Schuster and
biotransamination performed in a sequential manner at
preparative scale. Propar; hc alcohol 1a (3 12 mmol, 0.5
was dissolved in PrO] ) inside an Erlenmeyer
sk, and then dlsnlled water (13.60 mL) and
[Au(IPr)(NT£)] (3 mol%, 0.0936 mmol, 39 mg) were added.
The mixture was stirred at 45 “C for 3 h. Aﬁen s mne 100
KPi buffer pH 7.5 (84.85 mL) containing P!
and 'PrNH> (1 M), and ArSTA (550 mg were added The
mixture was stirred for 48 h at 45 °C, and after this time the
reaction was stopped by the addition of a NaOH 10 M
aqueous solution (g 2‘ he mixture was extracted with
EtOAc (4 x 70 mL) and the 'famc phases were combined,
dried over Na;SOs, filtered and concentrated under vacuum.
The enantiomeric excess values were determined by HPLC
after chemical acetylation using DMAP and acetic
anhydride. Purification by column chromatography on silica
gel (MeOHf led to the allylic amine (S)-3a (398 mg, 79%
1solated yield and 99% ee).
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Parte |1

Procesos en cascada basados en la
combinacion de reacciones de
hidratacion de alquinos catalizadas
por especies de Au(l) y enzimas
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Bloque Il. Parte Il. Introduccion

11.5 Reacciones de hidratacion de alquinos

La reaccién de hidrofuncionalizacion de alquinos ha sido una de las
reacciones quimicas mas ampliamente estudiadas para la sintesis de un amplio
nimero de compuestos organicos (compuestos carbonilicos, iminas, enaminas,
éteres de vinilo, halogenuros, etc.). Consiste en el ataque de un nucleéfilo a un
alquino activado por un catalizador, de manera que se obtiene un alqueno
funcionalizado como producto de la reaccion (Esquema 54, a). En este contexto,
cuando el nucleéfilo empleado es una molécula de agua, la reaccion se denomina
reaccion de hidratacién, generandose un producto carbonilico debido a la
tautomerizacion del alqueno intermedio, en este caso un enol (Esquema 54, b).

a) Nu
— NuH ~ _H
Catalizador
H
b)
OH (o]

_ H,0 )ﬁ/ H Tautomerizacion JKT/ H
—_— =
Catalizador
H

H
Esquema 54. Reacciones de alquinos terminales: a) hidrofuncionalizacion; b) hidratacién.

Este proceso transcurre con total economia atomica, y puede llevarse a cabo
de manera regioselectiva, ya que la adicién de la molécula de agua puede presentar
una selectividad del tipo Markovnikov o anti-Markovnikov cuando se emplea un
alquino terminal como sustrato de partida (Esquema 55).

/Y H H,0 f; H,0 i
- — _—
o) Adicién Adicion
anti-Markovnikov Markovnikov

Esquema 55. Regioselectividad de la reaccion de hidrataciéon de un alquino, en este caso,
sobre un alquino terminal.

A pesar de ser una estrategia muy til para la generacién de compuestos
carbonilicos, la reaccion de hidratacion sobre alquinos no tiene lugar en ausencia de
un catalizador, de manera que los mas empleados, generalmente, han sido los acidos
de Bronsted y los catalizadores metalicos.

183
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El primer ejemplo descrito de una reaccion de hidratacion de alquinos data
del afio 1863,%%® donde se describié la hidratacion del acetileno en presencia de acido
sulfdrico, para generar una mezcla de acetaldehido y crotonaldehido.”® Afios mas
tarde, Kutscheroff descubrié que era posible sintetizar acetona y acetaldehido a partir
de los correspondientes alquinos, empleando en este caso sales de Hg(ll) como
catalizadores, lo que constituye el primer ejemplo de una reaccion de hidratacion de
alquinos catalizada por una especie metalica.*® Debido a su peligrosidad, en los
altimos afos se han propuesto distintas alternativas al uso de especies de mercurio
como catalizadores de esta reaccion. Asi, se han descrito estrategias que involucran
el empleo de catalizadores de Fe,*** C0,2% Cu,*® zZn,** Pd,** o Pt,** aunque sin
duda alguna, los catalizadores de Ru y de Au han sido los mas usados para promover
esta transformacion.*"’

Desde un punto de vista biocatalitico, la reaccidn de hidratacion de alquinos
catalizada por enzimas no es una reactividad comdn, al contrario de lo que sucede

2%8 M., Berthelot, Ann. Chim. Phys. 1863, 67, 52.

299 H, Lagermarck, A. Eltekoff, Chem. Ber. 1877, 10, 637.

300 (@) M. Kutscheroff, Chem. Ber. 1881, 14, 1540; (b) M. Kutscheroff, Chem. Ber. 1884, 17, 13; (c)
M. Kutscheroff, Chem. Ber. 1909, 42, 2759.

301 (@) X.-F. Wu, D. Bezier, C. Darcel, Adv. Synth. Catal. 2009, 351, 367-370; (b) J. R. Cabrero-
Antonino, A. Leyva-Pérez, A. Corma, Chem. Eur. J. 2012, 18, 11107-11114; (c) M. Bassetti, S. Ciceri,
F. Lancia, C. Pasquini, Tetrahedron Lett. 2014, 55, 1608-1612; (d) A. Antenucci, P. Flamini, M. V.
Fornaiolo, S. D. Silvio, S. Mazzetti, P. Mencarelli, R. Salvio, M. Bassetti, Adv. Synth. Catal. 2019, 361,
4517-4526.

302 (@) T. Tachinami, T. Nishimura, R. Ushimaru, R. Noyori, H. Naka, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135,
50-53; (b) Z. Lin, Z.-M. Zhang, Y.-S. Chen, W. Lin, Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 13739-13743,;
(c) S. Hou, H. Yang, B. Cheng, H. Zhai, Y. Li, Chem. Commun. 2017, 53, 6926-6929; (d) J.-W. Lai,
Z.-Y. Liu, X.-Y. Chen, H. Zhang, H.-Y. Liu, Tetrahedron Lett. 2020, 61, 152426.

303 (a) H. Jiang, W. Zeng, Y. Li, W. Wu, L. Huang, W. Fu, J. Org. Chem. 2012, 77, 5179-5183; (b) M.
Jha, G. M. Shelke, K. Pericherla, A. Kumar, Tetrahedron Lett. 2014, 55, 4814-4816; (c) M. Hassam,
W.-S. Li, Tetrahedron 2015, 71, 2719-2723; (d) Q. Mei, H. Liu, M. Hou, H. Liu, B. Han, New J. Chem.
2017, 41, 6290-6295.

304 (@) X. Chew, W. Lin, Y. W. Lim, RSC Adv. 2014, 4, 16765-16768; (b) Q. Wang, M. Zhu, H. Zhang,
C. Xu, B. Dai, J. Zhang, ChemistrySelect 2018, 3, 9603-9609; (c) Q. Wang, M. Zhu, H. Zhang, C. Xu,
B. Dai, J. Zhang, Catal. Commun. 2019, 120, 33-37.

305 (@) Z. Zhang, L. Wu, J. Liao, W. Wu, H. Jiang, J. Li, J. Li, J. Org. Chem. 2015, 80, 7594-7603; (b)
R. Kusakabe, Y. Ito, M. Kamimura, T. Shirai, K. Takahashi, T. Mochida, K. Kato, Asian J. Org. Chem.
2017, 6, 1086-1090.

306 (@) J. W. Hartman, W. C. Hiscox, P. W. Jennings, J. Org. Chem. 1993, 58, 7613-7614; (b) F. Trentin,
A. M. Chapman, A. Scarso, P. Sgarbossa, R. A. Michelin, G. Strukul, D. F. Wass, Adv. Synth. Catal.
2012, 354, 1095-1104.

307 (@) M. Beller, J. Seayad, A. Tillack, H. Jiao, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 3368-3398; (b) L.
Hintermann, A. Labonne, Synthesis 2007, 1121-1150; (c) R. Salvio, M. Bassetti, Inorg. Chim. Acta
2021, 522, 120288.
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con la hidratacion de alquenos que ha sido ampliamente estudiada.’®® En la
bibliografia Unicamente destaca el empleo de la enzima acetileno hidratasa (EC
4.2.1.112),*® la cual cataliza la adicion de una molécula de agua al acetileno para
generar acetaldehido.

11.5.1 Hidratacion de alquinos catalizada por especies de Ru

La gran mayoria de catalizadores metalicos empleados en procesos de
hidrataciéon de alquinos presentan una regioselectividad de tipo Markovnikov, sin
embargo, las especies de Ru, generalmente, exhiben la selectividad contraria. El
primer ejemplo acerca del empleo de un catalizador de Ru en un proceso de
hidratacion de alquinos con selectividad anti-Markovnikov fue descrito por
Tokunaga y Wakatsuki en 1998.%° Desde ese momento se ha descrito una gran
variedad de aproximaciones centradas en el empleo de catalizadores de Ru para
obtener productos con esta selectividad.*"’

La selectividad particular que presentan la gran mayoria de los catalizadores
de Ru(Il) se debe a su facilidad para generar vinilidenos cuando se emplean alquinos
terminales como sustratos. EI mecanismo de reaccidn gue sigue esta transformacion
(Esquema 56) se inicia con la coordinacion del alquino al catalizador de rutenio
empleado. Posteriormente el alquino activado por la especie de Ru(ll) experimenta
una reaccion de protonacion, generando un intermedio vinil Ru(lV) (A). Este
intermedio A forma un vinilideno de Ru(IV) (B) mediante una migracion de hidruro
proveniente de la posicion a. A continuacion, se produce el ataque nucleofilo de un
grupo hidroxilo al orbital vacio del carbono o, generando un intermedio a-
hidroxilvinilo (C), el cual isomeriza rapidamente al intermedio de tipo acil rutenio
(D). Finalmente, gracias a una reaccion de eliminacidon reductora se completa el ciclo
catalitico liberando el aldehido deseado al medio de reaccion regenerando la especie
activa de rutenio. Durante el transcurso de este ciclo catalitico se puede producir una
reaccion secundaria que puede ser entendida formalmente como una

308 (a) J. Jin, U. Hanefeld, Chem. Commun. 2011, 47, 2502-2510; (b) V. Resch, U. Hanefeld, Catal. Sci.
Technol. 2015, 5, 1385-1399; (c) M. Engleder, H. Pichler, App. Microb. Biotechnol. 2018, 102, 5841-
5858; (d) R. M. Demming, S. C. Hammer, B. M. Nestl, S. Gergel, S. Fademrecht, J. Pleiss, B. Hauer,
Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58, 173-177.

309 (a) B. M. Rosner, B. Schink, J. Bacteriol. 1995, 177, 5767-5772; (b) R. U. Meckenstock, R. Krieger,
S. Ensign, P. M. H. Kroneck, B. Schink, Eur. J. Biochem. 1999, 264, 176-182; (c) G. B. Seiffert, G. M.
Ullmann, A. Messerschmidt, B. Schink, P. M. H. Kroneck, O. Einsle, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2007,
104, 3073-3077.

310 M. Tokunaga, Y. Wakatsuki, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2867-2869.
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descarboxilacion del intermedio acil rutenio D, observandose como subproductos un
complejo carbonilico de Ru(ll) estable, y un alcano con un carbono menos que el
producto de partida. La regioselectividad de este proceso se origina en la adicion del
protdn al alquino de partida coordinado al catalizador de Ru, ya que si la adicién se
produce en el carbono terminal del alquino, se generaria un intermedio vinil rutenio
geminal, el cual se encontraria estéricamente desfavorecido debido a la presencia del
catalizador de Ru y el resto de la molécula.®*

0 [Ru] .
== H H
H [Ru](CO)
/ﬁ([éU] -
D o] H [Ru]
H A
H oOH
N [Ru]
|
c H H
>=-=[I§u1
H g
‘OH

Esquema 56. Mecanismo de la reaccién de hidratacion anti-Markovnikov de un alquino
terminal empleando catalizadores de Ru.

11.5.2 Hidratacidn de alquinos catalizada por especies de Au

Las reacciones de hidratacion de alquinos empleando catalizadores de Au
han sido ampliamente estudiadas por diversos grupos de investigacion, debido a la
capacidad que presentan estas especies para catalizar la transformacion deseada bajo

311 M. Tokunaga, T. Suzuki, N. Koga, T. Fukushima, A. Horiuchi, Y. Wakatsuki, J. Am. Chem. Soc.
2001, 123, 11917-11924.
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condiciones suaves de reaccion y con una amplia tolerancia a la presencia de
distintos grupos funcionales.”’*'%* Dentro de los multiples ejemplos descritos en este
ambito, cabe destacar dos ejemplos particularmente interesantes.

La primera reaccion descrita de hidrofuncionalizacién de alquinos
empleando un catalizador de Au(l) y un nucleéfilo oxigenado fue propuesta por
Teles y colaboradores en el afio 1998.1% Sin embargo, no fue hasta el afio 2002
cuando se describié el primer ejemplo de reacciones de hidratacion de alquinos
empleando especies de Au(l).*'? En este trabajo se empled [(PPhs)AuMe] como
catalizador, en presencia de acido sulfirico como agente activante, obteniéndose
generalmente elevados rendimientos de las correspondientes cetonas debido a la
selectividad de tipo Markovnikov de este proceso (Esquema 57).

o}

H,S0, )J\

MeOH/H,0

42-99% rdto.

Esquema 57. Primer ejemplo de una reaccion de hidratacion de alquinos catalizada por una
especie de Au.

Posteriormente en 2009, Nolan y colaboradores describieron por primera vez
el uso de un catalizador de Au(l) de tipo NHC en este tipo de reacciones, empleando
para ello bajas cargas de catalizador en ausencia de aditivos acidos.*® En este
trabajo, los autores emplearon partes por millon de IPrAuUNTf, como precatalizador,
y AgSbFe para generar la especie catalitica, en un medio formado por 1,4-dioxano y
agua a 120 °C (Esquema 58). De esta manera fue posible obtener las cetonas
deseadas con elevados rendimientos cuando se emplearon alquinos terminales, sin
embargo, al ampliarse este estudio a alquinos internos asimétricos, la selectividad
del proceso resulté muy pobre.

312 E, Mizushima, K. Sato, T. Hayashi, M. Tanaka, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 4563-4565.
313 N Marion, R. S. Ramon, S. P. Nolan, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 448-449.
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(0}
_ AgSbFs M
— _—
1,4-Dioxano/H,0
120 °C 72->99% rdto.
. AgSbFg 0 W
=0 19 -
1,4-Dioxano/H,0O (6]
120 °C

Esquema 58. Primera reaccion de hidratacion de alquinos empleando catalizadores de
Au(l) de tipo NHC.

El empleo de catalizadores de Au(l) de tipo NHC, generalmente, permite el
uso de menores cargas de catalizador debido al notable efecto donador que presentan
estos ligandos, favoreciendo la etapa de protodesauracién, la cual esta considerada
como la etapa determinante de la velocidad en las reacciones de hidratacion.®*
Ademas, la fortaleza del enlace NHC-Au, permite emplear temperaturas elevadas de
reaccion sin observarse la descomposicion de estos catalizadores.

Las reacciones de hidratacion de alquinos que contienen en su estructura un
sustituyente de tipo carbonilo, son particularmente interesantes ya que este grupo
funcional dirige la regioselectividad del proceso.®® Asi, la elevada selectividad
observada en estos procesos de hidratacién de alquinos catalizados por especies de
Au(l), es debida a que su mecanismo de reaccion difiere del mecanismo clasico
(Esquema 59, a). Un ejemplo de ello es el trabajo propuesto por Sahoo y
colaboradores, en el cual se empled un catalizador de Au(l) para llevar a cabo la
hidratacion regioselectiva de ésteres propargilicos.’'® En esta aproximacion, la
presencia de un éster en la posicion propargilica permitio, ademas de modular la
regioselectividad del proceso, aumentar la velocidad de la misma debido a la
formacién de un intermedio ciclico de 5 miembros al producirse una ciclacion 5-exo
intramolecular entre el carbonilo del grupo éster y la funcion alquino activada por el
catalizador de Au(l) (Esquema 59, b). Posteriormente, una molécula de agua realiza
un ataque nucleofilo a la posicion acetélica del ciclo, generando el compuesto
carbonilico deseado después de un proceso de protodesauracion.

814 C. H. Leung, M. Baron, A. Biffis, Catalysts 2020, 10, 1210.
315 T, R. Pradhan, J. K. Park, Adv. Synth. Catal. 2020, 362, 4833-4860.
316 N. Ghosh, S. Nayak, A. K. Sahoo, J. Org. Chem. 2011, 76, 500-511.
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Esquema 59. Mecanismos de reaccion de hidratacion favorecida por un catalizador de
oro(l) empleando como sustrato de partida un alquino a) o un éster propargilico b).

Como se observa en gran cantidad de ejemplos descritos en la bibliografia,
la regioselectividad de las reacciones de hidrofuncionalizacion de alquinos
catalizadas por especies de Au suele ser muy pobre cuando se emplean alquinos
internos asimétricos como sustratos. Este efecto es especialmente acusado si en el
alquino de partida no esta presente ningtn grupo funcional que por efecto electronico
0 estérico pueda modular la regioselectividad del proceso.*’

I1.6 Haloalquinos: Estructura y reactividad

Los haloalquinos son un tipo de alquinos especialmente activados y
polarizados debido a la presencia de un &tomo de halégeno en su estructura. La
presencia del haldégeno y la hibridacion sp que presenta el triple enlace, hace que los
haloalquinos sean sustratos muy versatiles en sintesis organica, especialmente
cuando se combinan con distintos tipos de catalizadores metélicos. EI motivo
fundamental por el que ofrecen una gran versatilidad sintética se fundamenta en los
distintos intermedios de reaccion que pueden generar. Asi, en presencia de
catalizadores metalicos, pueden evolucionar mediante una insercién oxidante del
metal en el enlace C—X (Esquema 60, a); mediante una migracion 1,2 del haluro
seguida de una insercion oxidante del metal, para generar intermedios de tipo
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vinilideno (Esquema 60, b); o finalmente, mediante la coordinacion del catalizador
metalico al sistema 7 del triple enlace (Esquema 60, C).

Insercién oxidante en C-X

—[M]—-X a
Migracién 1,2 de X y posterior X
— x [m] insercién oxidante =-=[M] b
Haloalquino
Coordinacion « 7;17)(
M} ‘

Esquema 60. Intermedios generados a partir de la activacién de haloalquinos en presencia
de catalizadores metalicos.

Las posibilidades sintéticas de los haloalquinos se han recogido en diversas
revisiones bibliograficas,®’ pudiendo experimentar reacciones de acoplamiento
cruzado, cicloadicion, insercion C—H, o hidrofuncionalizacion, entre otras. De entre
todas ellas, esta Tesis Doctoral se centrard en la reaccién de hidratacion de
haloalquinos, la cual se describe en mayor profundidad a continuacién.

I1.6.1 Reacciones de hidratacion de haloalquinos

La reaccidn de hidratacion de haloalquinos es muy interesante desde el punto
de vista sintético ya que transcurren con una elevada regioselectividad debido a la
polarizacion que presentan estas moléculas (Esquema 61), permitiendo acceder
facilmente a un tipo de compuestos de gran interés como son las a-halometil
cetonas.®® Esta aproximacion es particularmente interesante ya que la sintesis de
halometil cetonas mediante métodos clasicos de halogenacion, y mas concretamente
en aquellas de tipo alifatico, ofrece pobres regioselectividades y problemas de
polihalogenacion.'®

817 (a) W. Wu, H. Jiang, Acc. Chem. Res. 2014, 47, 2483-2504; (b) D. Petko, S. Koh, W. Tam, Curr.
Org. Synth. 2019, 16, 546-582; (c) V. Cadierno, Eur. J. Inorg. Chem. 2020, 2020, 886-898.

318 (a) A. W. Erian, S. M. Sherif, H. M. Gaber, Molecules 2003, 8, 793-865; (b) V. Fillopova, M. Soural,
Synthesis 2016, 48, 3684-3695.

319 R. R. Gallucci, R. Going, J. Org. Chem. 1981, 46, 2532-2538.
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Esquema 61. Regioselectividad en la reaccidn de hidratacion de haloalquinos catalizada
por especies metalicas.

Al igual que en las reacciones de hidratacion de alquinos, la adicion de una
molécula de agua a un haloalquino activado puede ser catalizada por acidos de
Bransted,**° en especial cuando se combinan junto con catalizadores de Ag,%* Fe,3%
In,*?® Cu,*** 0 Ce,*® sin embargo, los catalizadores de oro han jugado un papel
destacado a la hora de dar lugar a este tipo de reactividad.

En 2013, He y colaboradores describieron el primer ejemplo de una reaccion
de hidratacion de haloalquinos catalizada por especies de Au(l).3*® En este trabajo
los autores emplearon un catalizador de Au(l) de tipo fosfina (XPhosAuNTf;) como
catalizador, CH,Cl, como disolvente y en presencia de 3 equivalentes de agua para
producir la reaccion de hidratacion a temperatura ambiente. De esta manera fue
posible obtener una amplia familia de a-halometil cetonas generalmente con
elevados rendimientos aislados (Esquema 62).

(o]
=X )K/X
3 equiv. H,0
X =CloBr CH,Cl trazas-97% rdto.

Esquema 62. Reaccion de hidratacion de haloalquinos empleando XPhosAuNTf, como
catalizador de oro(l).

A pesar de que He y colaboradores dieron generalidad a este tipo de
hidrataciones de haloalquinos empleando catalizadores de Au(l),*** un afio antes y
mientras estudiaban la reaccion de halogenacién de alquinos terminales, Sheppard y

320 M. Ye, Y. Wen, H. Li, Q. Wang, Tetrahedron Lett. 2016, 57, 4983-4986.

321 7 -W. Chen, D.-N. Ye, M. Ye, Z.-G. Zhou, S.-H. Li, L.-X. Liu, Tetrahedron Lett. 2014, 55, 1373-
1375.

322 3 Park, J. Yeon, P. H. Lee, K. Lee, Tetrahedron Lett. 2013, 54, 4414-4417.

323 (a) M. Zeng, R.-X. Huang, W.-Y. Li, X.-W. Liu, F.-L. He, Y.-Y. Zhang, F. Xiao, Tetrahedron 2016,
72, 3818-3822; (b) K. Suta, M. Turks, ACS Omega 2018, 3, 18065-18077.

324 H. Zou, W. He, Q. Dong, R. Wang, N. Yi, J. Jiang, D. Pen, W. He, Eur. J. Org. Chem. 2016, 116~
121.

825 H, Zou, J. Jiang, N. Yi, W. Fu, W. Deng, J. Xiang, Chin. J. Chem. 2016, 34, 1251-1254.

326 |, Xie, Y. Wu, W. Yi, L. Zhu, J. Xiang, W. He, J. Org. Chem. 2013, 78, 9190-9195.
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colaboradores ya habian descrito por primera vez la hidratacién de varios
iodoalquinos utilizando especies de Au(l).3*" Asi, al tratar distintos alquinos
terminales con N-iodosuccinimida (NIS) en presencia del catalizador PPhsAuNTf, y
1 equivalente de MeOH, se obtuvieron las correspondientes a-iodometil cetonas,
mediante la reaccion de hidratacion del iodoalquino generado in situ en el medio de
reaccion (Esquema 63).

NIS M

1 equiv. MeOH 48-67% rdto.
CHCl,

Esquema 63. Sintesis de a-iodometil cetonas mediante la reaccion de hidratacién de
iodoalquinos generados in situ en el medio de reaccion.

Desde el descubrimiento de esta reactividad para obtener de manera sencilla
a-halometil cetonas empleando especies de Au(l) como catalizadores, se han
propuesto un gran ndmero de trabajos, los cuales se encuentran recogidos y
discutidos en diversas revisiones bibliograficas.®” A continuacion, se prestara
especial atencion a la posibilidad de combinar estos procesos de hidratacién de
alquinos con biotransformaciones sobre las cetonas resultantes a través de procesos
secuenciales o en cascada.

11.7 Procesos concurrentes combinando reacciones de hidratacion
catalizadas por Au(l) y procesos enzimaticos

Como se ha mostrado en la seccion previa, la reaccidn de hidratacion de
alquinos es una herramienta muy (til para la sintesis de compuestos carbonilicos,
especialmente cuando se emplean especies de Au(l) como catalizadores, ya que estas
transformaciones se pueden llevar a cabo bajo condiciones suaves de reaccion y con
una amplia tolerancia a la presencia de diversos grupos funcionales. Por estos
motivos, la combinacion one-pot de la reaccién de hidratacién de alquinos catalizada

327 p_ Starkov, F. Rota, J. M. D’Oyley, T. D. Sheppard, Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 3217-3224.
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por Au junto con una etapa biocatalitica resulta un &rea de investigacion interesante,
aunque ha sido escasamente descrita en la bibliografia.

En el afio 2018, Mihovilovic y colaboradores describieron un proceso
secuencial para la sintesis de varios derivados de 1-ariletanol en el que se combinaba
la hidratacion de alquinos con una segunda etapa de biorreduccion empleando
ADHSs.?% Asi, se us6 AuCls3 como catalizador, 2-PrOH como disolvente y 4 equiv.
de H,0O para llevar a cabo la reaccion de hidratacion de distintos alquinos terminales
a 65 °C, obteniendo los correspondientes derivados de acetofenona con conversiones
entre moderadas y excelentes (49-99%). Con el fin de encontrar reacciones
compatibles para un posterior correcto funcionamiento de la enzima, tras finalizar
esa primera etapa se afiadio al medio de reaccion una disolucion tampoén a pH 7.5, el
cofactor pirimidinico correspondiente, y la ADH de Lactobacillus kefir o de
Rhodococcus ruber (Esquema 64), las cuales permitieron acceder de manera
independiente a ambos enantiémeros de una serie de 10 alcoholes.

Lactobacillus kefir ADH

(0] o OH
o (5-10 mol%) J ADH-A L
H,0 (4 equiv.) Disolucién tampén pH 7.5
2-PrOH 30°C 0-99% conv.
65 °C >99% ee

Esquema 64. Proceso secuencial combinando una reaccién de hidratacion de alquinos
mediada por AuCls y una etapa de biorreduccion catalizada por una ADH.

Lipshutz y colaboradores describieron un proceso secuencial de hidratacion
de alquinos empleando un catalizador de Au(l) y una ADH con el fin de obtener
diferentes alcoholes dpticamente activos.®*° Destacd en este caso el uso de un agente
surfactante derivado del tocoferol, el TPGS-750-M, con el fin de generar micelas en
el medio de reaccidn gue constituyeran nanoreactores para llevar a cabo la catalisis
metalica en medio acuoso sin necesidad de afiadir ningun cosolvente organico. Para
la reaccién de hidratacion de alquinos se usaron Unicamente partes por millén de
(HandaPhos)AuCl y AgSbFs, ademas del agente surfactante y dos equivalentes de
acido trifluoroacético. Una vez finalizada la reaccion de hidratacion se afiadio la
cetorreductasa comercial ADH-101, una disolucién tampén a pH 7.0, 2-PrOH vy

328 p, Schaaf, V. Gojic, T. Bayer, F. Rudroff, M. Schnirch, M. D. Mihovilovic, ChemCatChem 2018,
10, 920-924.

329 M. Cortes-Clerget, N. Akporji, J. Zhou, F. Gao, P. Guo, M. Parmentier, F. Gallou, J.-Y. Berthon, B.
H. Lipshutz, Nat. Commun. 2019, 10, 2169.
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NADH, obteniendo tres alcoholes enantiopuros con rendimientos superiores al 90%
(Esquema 65).

o] OH
L AgSbFg )k ADH-101 )\
o TFA (2 equiv.) Disolucién tampdn pH 7.0
3% p/p TPGS-750-M/H,0 2-PrOH >90% rto.

>99% ee

Esquema 65. Proceso secuencial combinando un catalizador de Au(l) y una ADH en
presencia de un agente surfactante para la sintesis de alcoholes épticamente activos.

Recientemente, Rueping y colaboradores han descrito un proceso secuencial
combinando la utilizacién de una especie de Au(l) para catalizar la hidratacion de
varios alquinos, seguida de una etapa de biotransaminacion empleando ATAs.** En
este caso, el AuCl fue elegido como catalizador en un medio predominantemente
orgénico (98% DMSO) a 60 °C. Una vez finalizada la reaccion de hidratacion, se
rebajo la temperatura a 30 °C y se afiadié al medio la correspondiente transaminasa,
isopropilamina, PLP y una disolucion tampén a pH 7.5. Gracias a esta estrategia fue
posible transformar seis alquinos terminales en las correspondientes aminas
Opticamente activas con conversiones comprendidas entre el 2 y 99%, y elevados
excesos enantioméricos (Esquema 66).

O NH,
— )K ATA )\
o DMSO/H,0 (98:2) Disoluci()n tampén pH 7.5
60 °C 'PrNH, 2-99% conv.
PLP >94% ee
30°C

Esquema 66. Proceso secuencial para la sintesis de aminas dpticamente activas
combinando AuCl y transaminasas.

Liu y colaboradores han descrito un proceso en cascada combinando un
catalizador de Au(l) encapsulado y una amino deshidrogenasa de Geobacillus
kaustophilus (GKAmMDH) con el fin de sintetizar aminas dpticamente activas a partir
de éteres propargilicos.®*! Para evitar la inactivacion mutua entre el catalizador de
Au(l) y la enzima empleada, los autores encapsularon el catalizador IPrAuOTf
dentro de una cavidad de nanoparticulas de silica mesoporosa. De esta manera, fue

330 5, Mathew, A. Sagadevan, D. Renn, M. Rueping, ACS Catal. 2021, 11, 12565-12569.
31 F. Chang, C. Wang, Q. Chen, Y. Zhang, G. Liu, Angew. Chem. Int. Ed. 2022, 61, e202114809.
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posible combinar una reaccion de hidratacion de alquinos y una bioaminacion,
sintetizando los enantidbmeros R de distintas aminas con elevados rendimientos y
excesos enantioméricos (Esquema 67).

NH
/ - 2
o _Z GKAmDH O A

78-98% rdto.

o M 96-99% oo

Esquema 67. Sintesis estereoselectiva de aminas mediante un proceso en cascada
concurrente combinando un catalizador de Au(l) encapsulado y una AmDH.

Muy recientemente, Guérard-Hélaine y colaboradores describieron una
aproximacion secuencial basada en la combinacion de un catalizador de Au(l) de
tipo NHC y una aldolasa.®* En esta contribucion se ha descrito la reaccion de
hidratacion del prop-2-in-1-ol para formar la 1-hidroxipropan-2-ona a 60 °C, para a
continuacion desarrollar la reaccion de condensacion alddlica entre la aciloina
generada y diferentes aldehidos catalizada por la fructosa-6-fosfato aldolasa (FSA).
Tras una extensa optimizacién de las condiciones de reaccién, se obtuvieron una
serie de monosacaridos con buenos rendimientos aislados (Esquema 68).

O OH
\ FSA )K/\
H,0 0 :
OH 60°C OH L OH

H
30°C

68-91% rdto.

Esquema 68. Aproximacion secuencial combinando la hidratacién del prop-2-in-1-ol
catalizada por Au(l) y una reaccion aldélica enzimética.

Como se ha mostrado a lo largo de esta introduccion, recientemente varios
grupos de investigacion se han centrado en el estudio de la combinacién one-pot de
reacciones catalizadas por especies de Au(l) y distintas reacciones enzimaticas. Sin
embargo, todas ellas se han llevado a cabo de manera secuencial o empleando
estrategias de compartimentalizacion para evitar posibles inactivaciones e

332 C, Gastaldi, G. Mekhloufi, C. Forano, A. Gautier, C. Guérard-Hélaine, Green Chem. 2022, 24, 3634-
3639.
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incompatibilidades entre las especies cataliticas involucradas en la cascada
quimioenzimatica.
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11.8. Sintesis de halohidrinas dpticamente activas

Las halohidrinas, especialmente las que se encuentran en forma 6pticamente
activa, son consideradas compuestos de gran interés debido a su empleo como
precursores en la sintesis de un gran ndmero de compuestos bioldgicamente
activos.®*® En este aspecto, son precursoras de farmacos tales como el Mirabegron,
la Sertralina, la Ezetimiba, la Atomoxetina o la Fluoxetina, entre otros (Figura 15).

OH
oy HIL
N o s OH
S “@M» j F /@M;\@
:

Mirabegron Sertralina Ezetimiba
Tratamiento de la vejiga hiperactiva Antidepresivo Tratamiento del colesterol

Oj@ H OQ:FE

Atomoxetina Fluoxetina
Tratamiento del trastorno de Antidepresivo
déficit de atencion

Figura 15. Estructura de farmacos en los que han sido empleadas halohidrinas
(enantiopuras) como productos de partida.

333 F. Xue, C. Li, Q. Xu, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2021, 105, 3411-3421.
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Mientras que la preparacion de halohidrinas en su forma racémica ha sido
extensamente estudiada, pudiendo realizarse empleando distintas metodologias
como reacciones de adicion de un reactivo halogenado (XCH.X) sobre aldehidos,***
apertura de epdxidos,** o hidrohalogenacion de alquenos,®® la sintesis
estereoselectiva de halohidrinas no es trivial. Algunas de estas aproximaciones se
fundamentan en la resolucion cinética de epdxidos empleando catalizadores de Co 'y
ligandos quirales®*’ o de las propias halohidrinas racémicas usando lipasas,® en la
transformacion de precursores enantiopuros comerciales,®*® en reacciones de
hidroxilacion asimétrica utilizando citocromos P450,**° o mediante el empleo de
aldolasas.*** Sin embargo, la estrategia mas extendida para lograr la sintesis
estereoselectiva de este tipo de compuestos se centra en la biorreduccion de a-
halometil cetonas usando ADHs como catalizadores bajo condiciones suaves de
reaccion. Ademas, este proceso se encuentra termodinamicamente favorecido al
existir una interaccion por enlace de hidrégeno entre el grupo hidroxiloy el halégeno
presentes en la halohidrina (Esquema 69), por lo que, generalmente, solo es necesario

334 (a) C. Einhorn, C. Allavena, J.-L. Luche, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1988, 333-334; (b) M.
Lautens, M. L. Maddess, Org. Lett. 2004, 6, 1883-1886; (c) R. H. V. Nishimura, F. T. Toledo, J. L. C.
Lopes, G. C. Clososki, Tetrahedron Lett. 2013, 54, 287-290; (d) T. von Keutz, D. Cantillo, C. O. Kappe,
Org. Lett. 2020, 22, 7537-7541.

335 (a) G. Sabitha, R. S. Babu, M. Rajkumar, C. S. Reddy, J. S. Yadav, Tetrahedron Lett. 2001, 42,
3955-3958; (b) Y. Nakamura, T. Matsumoto, F. Nomoto, M. Ueda, H. Fukuda, A. Kondo, Biotechnol.
Prog. 2006, 22, 998-1002; (c) V. S. C. de Andrade, M. C. S. de Mattos, Synthesis 2016, 48, 1381-1388;
(d) Y. Toda, K. Tanaka, R. Matsuda, T. Sakamoto, S. Katsumi, M. Shimizu, F. Ito, H. Suga, Chem.
Commun. 2021, 57, 3591-3594.

336 (a) B. Damin, J. Garapon, B. Sillion, Synthesis 1981, 362-363; (b) G. F. Mendonga, A. M.
Sanseverino, M. C. S. de Mattos, Synthesis 2003, 45-48.

337 (@) J. M. Ready, E. N. Jacobsen, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 2687-2688; (b) S. S. Thakur, W.-J.
Li, C.-K. Shin, G.-J. Kim, Chirality 2006, 18, 37-43; (c) S. S. Thakur, S.-W. Chen, W. Li, C.-K. Shin,
S.-J. Kim, Y.-M. Koo, G.-J. Kim, J. Organomet. Chem. 2006, 691, 1862-1872; (d) D. E. White, P. M.
Tadross, Z. Lu, E. N. Jacobsen, Tetrahedron 2014, 70, 4165-4180.

338 (@) D. Rotticci, C. Orrenius, K. Hult, T. Norin, Tetrahedron: Asymmetry 1997, 8, 359-362; (b) T.
Ema, N. Ura, M. Yoshii, T. Korenaga, T. Sakai, Tetrahedron 2009, 65, 9583-9591; (c) I. M. Ferreira,
R. H. V. Nishimura, A. B. A. Souza, G. C. Clososki, S. A. Yoshioka, A. L. M. Porto, Tetrahedron Lett.
2014, 55, 5062-5065.

339 () M. Murakami, T. Aoki, W. Nagata, Synlett 1990, 684-686; (b) Y. Nakayama, G. B. Kumar, Y.
Kobayashi, J. Org. Chem. 2000, 65, 707-715; (c) E. Greiner et al. J. Med. Chem. 2006, 49, 1766-1772.
340 4 -B. Cui, L.-Z. Xie, N.-W. Wan, Q. He, Z. Li, Y.-Z. Chen, Green Chem. 2019, 21, 4324-4328.
341 (@) W. A. Greenberg, A. Varvak, S. R. Hanson, K. Wong, H. Huang, P. Chen, M. J. Burk, Proc.
Natl. Acad. USA 2004, 101, 5788-5793; (b) S. Jennewein, M. Schiirmann, M. Wolberg, I. Hilker, R.
Luiten, M. Wubbolts, D. Mink, Biotechnol. J. 2006, 1, 537-548; (c) X.-C. Jiao, J. Pan, G.-C. Xu, X.-D.
Kong, Q. Chen, Z.-J. Zhang, J.-H. Xu, Catal. Sci. Technol. 2015, 5, 4048-4054; (d) K. Xuan, G. Yang,
Z.Wu, Y. Xu, R. Zhang, Process Biochem. 2020, 92, 113-119.

200



Bloque Il. Parte I1. Antecedentes

el empleo de un ligero exceso del donador de hidrogeno requerido en el proceso de
biorreduccion (por ejemplo 2-PrOH).%*2

Q Alcohol deshid o~
J‘K/X coho eshidrogenasa )NX
NAD(P)H
2-PrOH

Esquema 69. Interaccion intramolecular entre el grupo hidroxilo y el halégeno presentes en
la halohidrina que las estabiliza favoreciendo los procesos de reduccion.

A continuacion, se destacan algunos ejemplos dentro de este campo. En el
afio 2005, Kroutil y colaboradores describieron la biorreduccion de distintas o-
clorometil cetonas, tanto de naturaleza aromatica como alifatica, obteniendo
generalmente buenas conversiones y excesos enantioméricos de las clorohidrinas
correspondientes mediante el uso de ADHs estereocomplementarias como la de
Pseudomonas fluorescens (PfADH) y la ADH-A (Esquema 70).34

OH PfADH o ADH-A gH
;\/CI - )K/CI _— /'\/CI
33->99% conv. 0->99% conv.
18-98% ee 43->99% ee

Esquema 70. Biorreduccion de a-clorometil cetonas empleando la PfADH y la ADH-A.

Nuestro grupo de investigacion describid, en el afio 2013, la sintesis de
distintas a-fluoro y a-bromohidrinas empleando la ADH-A y la LbADH a elevadas
concentraciones de sustrato (hasta 500 mM).%** Destacd, por ejemplo, el hecho de
que la LbADH permitid acceder a una familia de doce halohidrinas enantiopuras con
elevadas conversiones (74-100%), a una concentracion de sustrato de hasta 500 mM
manteniendo la concentracion del cofactor a 1 mM (Esquema 71).

342 (a) F. R. Bisogno, I. Lavandera, W. Kroutil, V. Gotor, J. Org. Chem. 2009, 74, 1730-1732; (o) F. R.
Bisogno, E. Garcia-Urdiales, H. Valdés, I. Lavandera, W. Kroutil, D. Suérez, V. Gotor, Chem. Eur. J.
2010, 16, 11012-110109.

343 T. M. Poessl, B. Kosjek, U. Ellmer, C. C. Gruber, K. Edegger, K. Faber, P. Hildebrandt, U. T.
Bornscheuer, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1827-1834.

344 V. Borzecka, 1. Lavandera, V. Gotor, J. Org. Chem. 2013, 78, 7312-7317.
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0 LbADH oH
X — 2 X
L ox X
X X'

0.5M

_ 74->99% conv.
X=BroF >99% ee
X'=HoF

Esquema 71. Biorreduccion de o-fluoro- y o-bromometil cetonas a elevadas
concentraciones de sustrato.

Mas recientemente, Hyster y colaboradores describieron la resolucion
cinética dinamica de una a-clorometil cetona precursora del farmaco anti-VIH
Darunavir, mediante la accion de una ADH comercializada por la empresa
Prozomix.**® La KRED300-H2 permiti6 llevar a cabo la resolucion cinética dinamica
de una lactona conteniendo una cetona a-clorada, obteniendo la clorohidrina
correspondiente con excelentes rendimientos y selectividades, la cual se transformé
a traves de varios pasos de reaccion en un biciclo fusionado que se encuentra
presente en la estructura del farmaco Darunavir (Esquema 72).

O OH e
KRED300 H2 Cl
H — H
99% rdto.
>99% ee
>99% ed NH, l

S O OH H
H
N /§O
oH
Darunavir

Esquema 72. DKR a través de un proceso de biorreduccion catalizada por una ADH para
obtener una clorohidrina clave en la sintesis del Darunavir.

Como se ha mostrado a lo largo de estos Antecedentes, la gran mayoria de
aproximaciones sintéticas para obtener halohidrinas se fundamentan en la
biorreduccién de las correspondientes a-halometil cetonas, las cuales suelen plantear
problemas en su sintesis y aislamiento. Para solventar este problema, Liu y

345 p_ S, Riehl, J. Lim, J. D. Finnigan, S. J. Charnock, T. K. Hyster, Org. Process Res Dev. 2022, 26,
2096-2101.
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colaboradores describieron un proceso en cascada consistente en la hidratacion de
haloalquinos empleando un catalizador de NHC-Au(l) [IPrAuNTf], y la inmediata
reaccion de hidrogenacion asimétrica de las halometilcetonas usando un catalizador
de rutenio quiral (Esquema 73).3 Mas recientemente, los mismos autores
describieron una aproximacion similar inmovilizando los catalizadores utilizados en
silica mesoporosa, permitiendo asi su reciclaje y reutilizacién, observando resultados
similares a los obtenidos cuando los catalizadores se encontraban en fase
homogénea.**’

OH

—X /l\/X

X=CloBr 78-93% rdto.
93-99% ee
T

Ph

Esquema 73. Proceso en cascada para la sintesis de halohidrinas dpticamente activas
mediante la combinacion de catalizadores de Au(l) y de Ru(ll) a través de procesos de
hidratacion e hidrogenacion asimétrica, respectivamente.

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos expuestos sobre la
sintesis de halohidrinas dpticamente activas, se ha propuesto en el Capitulo 4:

- Estudiar y optimizar la reaccion de hidratacién de haloalquinos
empleando catalizadores de Au(l) en medio acuoso, de manera gue sea
posible disefiar un proceso sintético sencillo para la obtencion de a-
halometil cetonas.

- Encontrar ADHs adecuadas para la biorreduccion de las a-halometil
cetonas generadas en las condiciones de reaccion optimizadas para el
paso metalico de hidratacién de los haloalquinos.

346 Q. Ye, T. Cheng, Y. Zhao, J. Zhao, R. Jin, G. Liu, ChemCatChem 2015, 7, 1801-1805.
347 X. Xia, J. Meng, H. Wu, T. Cheng, G. Liu, Chem. Commun. 2017, 53, 1638-1641.
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- Analizar la compatibilidad de ambos catalizadores, y disefiar una
metodologia concurrente para sintetizar halohidrinas dpticamente
activas a partir de los correspondientes haloalquinos.

[1.9. Efedrinas y derivados

Las efedrinas son un tipo de fenilpropanolaminas pertenecientes a la familia
de los alcaloides de tipo anfetamina. Este tipo de compuestos presentan una
estructura de tipo 1,2-aminoalcohol que se encuentra presente en un gran nimero de
productos naturales y farmacos como antibi6ticos, hormonas, o inhibidores
enzimaticos (Figura 16).>*® Es por ello por lo que, debido a su importancia
farmacoldgica, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha incluido en la lista
de las medicinas esenciales para la vida humana.®*°

OH OH OH
N A HO o~
HN__ NH, HO NH,
(Pseudo)efedrina Nor(pseudo)efedrina Levonordefrina
vasoconstrictor, broncodilatador, supresor del apetito, agente vasoconstrictor, descongestivo
descongestivo nasal cardiovascular nasal
OMe OH OMe OH
OH
Y Y HO
NH, HN )
NH,
OMe OMe
Metoxamina Butoxamina Metaraminol
vasoconstrictor, descongestivo supresor del sistema nervioso supresor del sistema nervioso
nasal simpatico simpatico, vasoconstrictor
OH
OH o A OH
HO ~ HN L Ny
HN
HN
s G S SR o
OH
i Ritodrina
Isoetarina Procaterol supresor del sistema nervioso
broncodilatador broncodilatador p

simpético, agente antitocolitico

Figura 16. Ejemplos de farmacos y productos naturales en los cuales se encuentra la
estructura de 1,2-aminoalcohol presente en las fenilpropanolaminas.

348 (a) M. Breuer, K. Ditrich, T. Habicher, B. Hauer, M. Kepeler, R. Stiirmer, T. Zelinski, Angew. Chem.
Int. Ed. 2004, 43, 788-824; (b) T. Sehl, Z. Maugeri, D. Rother, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2015, 114, 65-
71.

349 E, Cigan, B. Eggbauer, J. H. Schrittwieser, W. Kroutil, RSC Adv. 2021, 11, 28223-28270.
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Dentro de este tipo de fenilpropanolaminas se puede diferenciar entre los
1,2-aminoalcoholes de tipo efedrina, si la funcion amina de la molécula se encuentra
monometilada, o los de tipo norefedrina, donde el grupo amino se encuentra libre.
Ademas, en el caso de que se trate de los diastereoisdémeros syn, se les conoce como
pseudoefedrinas o norpseudoefedrinas, respectivamente (Figura 17). Ademas de por
sus notables propiedades bioldgicas, este tipo de aminoalcoholes, al igual que los
derivados de tipo diol o diamina, también han sido frecuentemente empleados como
ligandos o auxiliares quirales en muy diversas reacciones quimicas.>*°

. OH OH | | oH oH |
3 HN AN 0 HN HN.
v Efedrinas . Pseudoefedrinas
. oH OH ! ! OH OH !
3 NH, NHy @ 1 HN_ HN_ !
| o ;

Figura 17. Estructura de compuestos de tipo efedrina, pseudoefedrina, norefedrina y
norpseudoefedrina.

11.10 Sintesis de efedrinas y derivados

De manera natural, las fenilpropanolaminas pueden ser aisladas como una
mezcla de diastereoisomeros de las hojas de las plantas de Celastraceae y
Ephedraceae.®®! Sin embargo, la sintesis quimica de este tipo de compuestos
generalmente requiere del empleo de reactivos en cantidades supraestequiométricas,
ofreciendo una mala relacion entre rendimiento y selectividad, ya que reacciones con
elevado rendimiento ofrecen pobres selectividades, y viceversa.**®2%? Es por ello,
que el empleo de rutas biocataliticas ha sido clave en la sintesis de un gran nimero

350 (3) D. J. Ager, I. Prakash, D. R. Schaad, Chem. Rev. 1996, 96, 835-875; (b) A. Cruz, I. |. Padilla-
Martinez, M. E. Bautista-Ramirez, Curr. Org. Synth. 2018, 15, 38-83.

31 (a) G. Grue-Soerensen, I. D. Spenser, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 6195-6200; (b) R. Krizevski, N.
Dudai, E. Bar, E. Lewinsohn, J. Ethnopharmacol. 2007, 114, 432-438.

352 (a) J. A. Groeper, S. R. Hitchcock, G. M. Ferrence, Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 2884-2889;
(b) T.J. Donohoe, C. K. A. Callens, A. Flores, A. R. Lacy, A. H. Rathi, Chem. Eur. J. 2011, 17, 58-76;
(c) O. K. Karjalainen, A. M. P. Koskinen, Org. Biomol Chem. 2012, 10, 4311-4326.
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de alcaloides,®°** entre los que se encuentran las fenilpropanolaminas y sus
derivados, especialmente de tipo diol, como se detalla a continuacion.

En 2013, Rother y colaboradores describieron la sintesis estereoselectiva de
norefedrinas mediante una aproximacion secuencial centrada en el uso de una sintasa
y una transaminasas.®** En esta contribucion se describi6 la transformacion del &cido
piravico en (R)-fenilacetilcarbinol mediante la utilizacion de una sintasa dependiente
de difosfato de tiamina (ThDP) como cofactor, la cual catalizé su descarboxilacion
y posterior reaccién alddlica con el benzaldehido. Posteriormente, para la etapa de
biotransaminacion, los autores emplearon alanina como donador del grupo amino,
ya que de esta manera el acido pirtvico generado como subproducto era reciclado
directamente, al ser empleado como sustrato de partida en el proceso secuencial.
Mediante esta aproximacion secuencial se logro obtener la (1R,2S)-norefedrina y la
(1R,2R)-norpseudoefedrina con conversiones del 80% y 93% respectivamente, en
ambos casos de manera enantio- y diastereopura (Esquema 74). En una
aproximacion similar, el mismo grupo de investigacion describié la sintesis de los
correspondientes dioles derivados de norefedrina usando en este caso una ADH en
lugar de una ATA.*®

o]

o] OH P OH
OH Ph” "H
—_— ThDP = Ph T
o :' o (R)-Fenilacetilcarbinol
S CO
1ommM e T8 NH,
: )}(OH
o ATA
(0]
)H(OH
(o]
OH OH
(1R,2R)-Norpseudoefedrina  ph Ph/k,/ (1R,2S)-Norefedrina
93% conv. N 80% conv.
>99% ee NH; NH, >99% ee
>98% de >98% de

353 R. Roddan, E. M. Carter, B. Thair, H. C. Hailes, Nat. Prod. Rep. 2022, 39, 1375-1382.

354T. Sehl, H. C. Hailes, J. M. Ward, R. Wardenga, E. von Lieres, H. Offermann, R. Westphal, M. Pohl,
D. Rother, Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 6772-6775.

355 J. Wachtmeister, A. Jakoblinnert, D. Rother, Org. Process Res. Dev. 2016, 20, 1744-1753.
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Esquema 74. Proceso secuencial para la sintesis de derivados de nor(pseudo)efedrina
empleando una sintasa y una transaminasa.

De manera parecida y relacionada con la sintesis de las norefedrinas, Chen
y colaboradores describieron una aproximacién secuencial basada en el empleo de
una descarboxilasa y una transaminasa para obtener la (1R,2S)-norefedrina.®*® En
una primera etapa del proceso se llevé a cabo la reaccion de descarboxilacion del
acido piravico y la formacion del (R)-fenilacetilcarbinol mediante el uso de la
piruvato descarboxilasa de Saccharomyces cerevisiae (SCPDC), y en la segunda
etapa del proceso, la transaminasa de Vibrio fluvialis (VfTA) cataliz6 la reaccion
estereoselectiva de biotransaminacién. Mediante esta aproximacion secuencial fue
posible obtener la (1R,2S)-norefedrina con un rendimiento del 60% Yy total enantio-
y diastereoselectividad (Esquema 75).

o OH OH
o VITA
)S(OH . )L Ph/H{ Ph/'\;/
o Ph™ "H ; o} NH,
o, o
30 mM (R)-Fenilacetilcarbinol (1R,25)-Norefedrina

60% rdto.
>99% ee
>99% de

Esquema 75. Sintesis de la (1R,2S)-norefedrina combinando de manera secuencial una
descarboxilasa y una transaminasa.

En 2014, Rother y colaboradores describieron la sintesis estereoselectiva de
la nor(pseudo)efedrina combinando el uso secuencial de una ADH y una
transaminasa.®®’ De esta manera, la 1-fenilpropano-1,2-diona se transformé por una
ATA (S)-selectiva, la TA de Chromobacterium violaceum (CvTA), o una (R)-
selectiva proveniente de Aspergillus terreus (AtTA) en la correspondiente a-amino
cetona intermedia. Su posterior biorreduccién empleando la RasADH o la LbADH,
condujo a los isémeros de la nor(pseudo)efedrina con conversiones de moderadas a
elevadas y selectividades de bajas a excelentes (Esquema 76).

356 X. Wu, M. Fei, W. Chen, Z. Wang, Y. Chen, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2014, 98, 7399-7408.
357 T, Sehl, H. C. Hailes, J. M. Ward, U. Menyes, M. Pohl, D. Rother, Green Chem. 2014, 16, 3341-
3348.
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(1R,2S) OH OH (‘IOR,ZR)
98% conv. 75% conv.

Ph >99% ee

>99% ee Ph™
97% od NH, NH, 50%ed
o
CvTA )S( ALTA
~— ph —_—
(15,28) OH <3 0 ‘693 OH (1S,2R)
99% conv. A WP 10 mM 4 i 20% conv.

98% ee Ph” Y Ph" Y 95% ee

99% ed NH, NH, 80% ed

Esquema 76. Sintesis estereoselectiva de nor(pseudo)efedrinas mediante la combinacion
secuencial de transaminasas y alcohol deshidrogenasas.

Mas recientemente, el grupo de investigacion de Mutti ha descrito la
transformacion secuencial del B-metilestireno en norefedrina y sus derivados de tipo
diol.*® Esta aproximacion se basa en el empleo de una estireno monooxigenasa
fusionada con una epdxido hidrolasa (Fus-SMO + EH) para transformar el B-
metilestireno en el correspondiente epdxido, el cual experimentd un ataque
nucletfilo de una molécula de agua catalizada por la EH presente en la fusion
enzimatica. Asi, fue posible obtener los cuatro enantiomeros posibles del diol
deseado con elevados rendimientos y selectividades dependiendo de las enzimas
expresadas (Esquema 77). La posterior adicion de una ADH y una AmDH, permitio
la oxidacion del grupo hidroxilo no bencilico, generando el fenilacetilcarbinol, que
tras su aminacion dio lugar a la nor(pseudo)efedrina. En estos dos ultimos pasos de
la reaccidn, el cofactor pirimidinico requerido por ambos biocatalizadores se reciclo
internamente gracias a la accidn conjunta de las dos enzimas. De esta manera fue
posible obtener el isdmero (1S,2R) de la norefedrina con un rendimiento global del
63%, y el isdbmero (1R,2R) con un 59%, en ambos casos con purezas Opticas
elevadas. ElI mismo grupo de investigacion describié en el afio 2021 la sintesis de
todos los isGmeros de este tipo de fenilpropanolaminas mediante un proceso
secuencial similar, obteniendo los aminoalcoholes deseados con rendimientos
moderados (53-71%) y elevadas selectividades.®*®

358 M. L. Corrado, T. Knaus, F. G. Mutti, Green Chem. 2019, 21, 6246-6251.
359 M. L. Corrado, T. Knaus, F. G. Mutti, ChemBioChem 2021, 22, 2345-2350.
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ADH OH OH

X EH AmDH %
Ph/\,ﬂ’ A ,, * Ph)ﬁ]/ Ph)*\/
(0] NH,

(1S,2R) 85% rdto, 99% ee, >99% ed
(1S 28S) 78% rdto, >99% ee, >99% ed (1S,2R) 63% rdto, >99% ee, 96% ed
(1S, 28) 83% rdto, 95% ee, >99% ed (1R,2R) 59% rdto, >99% ee, >99% ed
(1R,2R) 79% rdto, >99% ee, >99% ed

Esquema 77. Aproximacion secuencial para la sintesis estereoselectiva de norefedrinas y
derivados de tipo diol, mediante el empleo de una estireno monooxigenasa, una epoxido
hidrolasa, una alcohol deshidrogenasa y una amino deshidrogenasa.

A pesar de que existen varias aproximaciones biocataliticas para la sintesis
estereoselectiva de efedrinas y derivados, la gran mayoria de ellas son procesos
secuenciales en los que se emplean bajas concentraciones del sustrato de partida, y
muchas veces, los productos obtenidos no son aislados. Por ello, y basados en la
experiencia de nuestro grupo de investigacion en la combinacion de especies de
Au(l) y enzimas utilizadas en los Capitulos 2 y 3 de esta Tesis Doctoral, los objetivos
gue nos proponemos en el Capitulo 5 son:

- La optimizacion y el disefio de la reaccion de hidratacion de ésteres
propargilicos terminales empleando catalizadores de Au(l) en un medio
acuoso.

- El estudio de las reacciones de biorreduccion y biotransaminacion,
usando ADHs y ATAs, respectivamente, del cetoéster generado
mediante la catalisis de Au(l).

- El disefio de un proceso en cascada que permita sintetizar norefedrinas
y derivados de tipo 1,2-diol a partir de los ésteres propargilicos
terminales, mediante la combinacién de catalizadores de Au(l) y
enzimas.

- Extender este proceso a una amida propargilica, estudiando inicialmente
la reaccion de hidratacion utilizando catalizadores de Au(l) en un medio

acuoso.

- El estudio de las reacciones de biorreduccién y biotransaminacion de la
cetoamida generada y el disefio de un proceso en cascada que permita
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obtener 1,2-aminoalcoholes complementarios a los obtenidos
anteriormente, asi como 1,2-diaminas.
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Capitulo 4. Resultados y discusion

En esta seccion se describe el disefio de un proceso en cascada para la
sintesis de distintas halohidrinas de manera Opticamente activa a partir de
haloalquinos, gracias a la accion de un catalizador NHC de Au(l) en medio acuoso
con el que se ha llevado a cabo la hidratacion de dichos sustratos. Asi, las a-halometil
cetonas generadas se han reducido de manera estereoselectiva empleando ADHs.**°
El uso de enzimas estereocomplementarias permitio obtener ambos enantiémeros de
estos compuestos de interés con elevados rendimientos aislados (Esquema 78).

OH
=X )*\/X

ADH

Lx ADH

Biorreduccion

Esquema 78. Sintesis de halohidrinas 6pticamente activas mediante un proceso en cascada
combinando especies de Au(l) y ADHs.

Esta Tesis Doctoral se presenta como un compendio de publicaciones, por
lo que la numeracion de los compuestos, asi como la de los esquemas, figuras y
tablas, se refieren al trabajo en el que se ha descrito esta investigacion, y que se
muestra al final de esta seccion.

360 S, Gonzélez-Granda, L. Escot, I. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, ACS Catal. 2022, 12, 2552-2560.
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4.1 Estudio y optimizacion de la reaccion de hidratacion de
haloalquinos catalizada por especies de Au(l)

En primer lugar, se realizd un estudio de la reaccion de hidratacion del
cloroetinilbenceno (1a) como haloalquino modelo, utilizando distintos catalizadores
de Au(l), con ligandos tanto de tipo fosfina, como fosfito o NHC (Tablas 1 y S2).
Inicialmente se us6 MeCN como cosolvente de reaccion, y 2 equivalentes de 2-
PrOH, el cual, a su vez, permitira regenerar el cofactor pirimidinico en la etapa de
biorreduccion que se pretende desarrollar en cascada. Los mejores resultados en este
estudio preliminar se obtuvieron al usar tanto IPrAUNTf, como BrettPhosAuNTf,,
obteniendo la a-clorometil cetona 2a con conversiones mayores al 82% (Tabla S2),
eligiendo para posteriores estudios el IPrAuUNTf, debido a su precio mas econémico.

Una vez identificado el mejor catalizador de Au(l) para promover esta
transformacidn se realizé un estudio del cosolvente de la reaccién (Tablas 1 y S3).
El empleo de éteres ciclicos como el THF o el 2-Me-THF condujeron a rendimientos
aislados elevados de la cetona 2a, seleccionando el 2-Me-THF como cosolvente de
la reaccion debido a que estd considerado como un disolvente mas sostenible al
provenir de fuentes naturales y resultar menos peligroso que el THF. Es necesario
destacar que durante el estudio de la reaccion de hidratacion del cloroalquino modelo
1a se observo la formacion de dos subproductos, uno de ellos, un éter de vinilo, cuya
formacidn se explica a través del atague nucledfilo de una molécula de 2-PrOH al
cloroalquino 1a activado por el catalizador de Au(1),*** y el producto de dimerizacion
del propio cloroalquino 1a.

Posteriormente, se optimizaron las condiciones de la reaccion de hidratacion
del compuesto la tratando de minimizar la formacion de los subproductos
observados. Los mejores resultados se obtuvieron al emplear un 5 mol% de
IPrAuUNTf, como catalizador, 2-Me-THF como cosolvente (10% v/v), 2 equiv. de 2-
PrOH, 40 °C y 16 h de reaccion. De esta manera se logro sintetizar la a-clorometil
cetona 2a con un rendimiento aislado tras columna cromatografica del 93% (entrada
1, Tabla 2).

Una vez optimizadas las condiciones de la reaccién de hidratacién del
sustrato modelo 1a, se extendid este procedimiento a la sintesis de distintas o-

361 C. Liu, Y. Xue, L. Ding, H. Zhang, F. Yang, Eur. J. Org. Chem. 2018, 6537-6540.
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halometil cetonas (Esquema 79). Para ello se emplearon como sustratos diferentes
haloalquinos previamente sintetizados mediante la reaccion de Corey-Fuchs. Gracias
a la metodologia de hidratacion propuesta se lograron sintetizar doce a-halometil
cetonas con elevados rendimientos aislados tras columna cromatografica (79-96%).
La metodologia propuesta resultd ser muy general, ofreciendo buenos resultados al
emplear derivados aromaticos con sustituyentes electron atractores o donadores en
el anillo aromatico (la-j), cloroalquinos alifaticos (1k), y también cuando se
consider6 un bromoalquino (11).

(o}
— (5 mol%) )K/X
H,0:2-Me-THF (9:1
1a-l 5-PrOH @ equ(iv.) ) zal
100 mM 40°C, 16 h
X=CloBr ’
o) o o (0]
)K/CI )K/CI )K/CI )K/CI
2a 2b 2c 2d
91% rdto. 92% rdto. 91% rdto. 88% rdto.
(0] 0} o) o)
2e 2f 29 2h
93% rdto. 89% rdto. 86% rdto. 79% rdto.
o] o O
)K/CI )K/CI )OK/ )K/Br
Cl
2i 2j 2k 2|
84% rdto. 91% rdto. 96% rdto. 91% rdto.

Esquema 79. a-Halocetonas sintetizadas mediante el procedimiento propuesto.

4.2 Estudio del proceso de biorreduccion de la a-clorometil
cetona 2a

Antes de pasar a estudiar el proceso quimioenzimatico en cascada, y con el
fin de encontrar enzimas activas y selectivas para la reduccion de la cetona modelo
2a, se realizd un screening enzimatico utilizando las condiciones de reaccion 6ptimas
para llevar a cabo la etapa de hidratacion, es decir, en presencia de 2-Me-THF como
cosolvente, 2 equiv. de 2-PrOH y 40 °C. Para este estudio se emplearon veintitrés
ADHs, tanto producidas en nuestro grupo de investigacion tras sobreexpresion en E.
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coli como adquiridas comercialmente, identificando la LbADH y la ADH-A como
las mejores para llevar a cabo esta transformacién (Tabla S5). Cabe destacar que
estos procesos dieron lugar a conversiones cuantitativas ya que la reduccion se
encuentra muy favorecida termodinamicamente, por lo que no fue necesario afiadir
un gran exceso del 2-PrOH, utilizado como donador de hidrdgeno.

4.3 Disefio y optimizacion de una aproximacion en cascada para
la sintesis estereoselectiva de las halohidrinas 3a-I

Una vez estudiadas ambas reacciones por separado, Yy teniendo en cuenta la
compatibilidad entre el catalizador IPrAuUNTf, y las ADHSs, se estudio la posibilidad
de disefiar un proceso en cascada que permitiera transformar haloalquinos en
halohidrinas Opticamente activas. Para este fin, se selecciond inicialmente el
cloroalquino modelo 1a como sustrato de partida y la LbADH como enzima. Tras
evaluar la influencia de diversos parametros de reaccién como la concentracién de
sustrato, la carga de catalizador de Au(l), la cantidad de ADH y de 2-Me-THF (%
v/v), el exceso de 2-PrOH, la temperatura y el tipo de agitacién (Tablas 3, S7, S8 y
S9), se consiguid sintetizar la halohidrina (S)-3a con un rendimiento aislado tras
columna cromatogréafica del 87% y una excelente selectividad (>99% ee).

Posteriormente se evalud la posibilidad de sintetizar la halohidrina (R)-3a
empleando en este caso la ADH-A que presenta una selectividad opuesta (Tabla
S10). En este caso se utiliz6 una aproximacién similar, pero fue necesario
incrementar el exceso de 2-PrOH hasta los 3 equiv. para obtener la halohidrina con
elevado rendimiento aislado (85%) y estereoselectividad (>99% ee).

Una vez optimizada la sintesis de ambos enantiémeros de la halohidrina
modelo 3a, se aplico esta metodologia a la sintesis de las halohidrinas 3b-I utilizando
los haloalquinos previamente sintetizados (Esquema 80). El uso de un 6 mol% de
IPrAUNTf;, 2 0 3 equiv. de 2-PrOH, 10% de 2-Me-THF, la correspondiente ADH,
40 °C y 24 h de reaccién permiti6 acceder a los compuestos deseados con buenos
rendimientos (65-86%) y selectividades (>97% ee). Es necesario destacar que en el
caso del compuesto 1j fue necesario aumentar la cantidad de 2-PrOH empleada hasta
5% v/v para obtener buenas conversiones, y en el caso de la bromohidrina 11 tan solo
fue posible acceder al enantiomero (S)-3l, ya que la reacciéon con la ADH-A ofrecié
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una mezcla compleja de reaccion, no encontrdndose ninguna otra ADH de
selectividad Prelog que permitiera acceder al enantiémero R.

(6 mol%) OH
= ADH )*\/X
i H,0:2-Me-THF (9:1) sad
100 mM 2-PrOH
Ferius NAD(P)H (1 mM)
40°C,16 h
OH OH OH OH
P P P P

(S)-3a 86% rdto. >99% ee
(R)-3a 85% rdto. >99% ee

OH

P

(S)-3e 82% rdto. 99% ee
(R)-3e 77% rdto. 99% ee

OH

A _a

(S)-3i 71% rdto. >99% ee
(R)-3i 65% rdto. 98% ee

(S)-3b 84% rdto. >99% ee
(R)-3b 82% rdto. >99% ee

OH

T

(S)-3f 79% rdto. >99% ee
(R)-3F 70% rdto. 99% ee

OH

P

(S)-3j 69% rdto. 99% ee
(R)-3j 66% rdto. 99% ee

(S)-3c 86% rdto. >99% ee
(R)-3¢c 80% rdto. >99% ee

OH

P

(S)-39 77% rdto. >99% ee
(R)-39 75% rdto. 99% ee

OH
Cl

*

(S)-3k 83% rdto. >99% ee
(R)-3k 84% rdto. 99% ee

(S)-3d 83% rdto. 99% ee
(R)-3d 81% rdto. 99% ee

OH

P

(S)-3h 81% rdto. >99% ee
(R)-3h 76% rdto. >99% ee

OH
/\/Br

(S)-3180% rdto. 99% ee

Esquema 80. Halohidrinas Opticamente activas sintetizadas mediante la aproximacién
concurrente propuesta.

4.4 Disefio de un proceso one-pot para la sintesis estereoselectiva
del epdxido 4a

Finalmente, se disefid un proceso one-pot para la sintesis estereoselectiva del
epoxido 4a mediante la adicion de una base al medio de reaccidn una vez terminada
la cascada para obtener 3a. Asi, se estudié la influencia de los equivalentes de NaOH
necesarios para producir la formacién del epdxido deseado en H,O:2-Me-THF (9:1
v/v) a 40 °C, de manera que fueron necesarios tan solo 1.2 equiv. de esta base para
lograr la conversidn completa de la halohidrina 3a hacia el producto deseado tras 3
h de reaccion (Figura 4 y Tabla S12).

Puesto que la adicion de la base desde un principio proporcion6 una mezcla
compleja de productos en la que se pudo identificar una gran cantidad del
cloroalquino de partida 1a sin reaccionar, se opto por una metodologia secuencial
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para la sintesis estereoselectiva del epdxido 4a, de manera que tras finalizar la
reaccion en cascada hacia la halohidrina 3a, se adicionaron los 1.2 equiv. de NaOH
al medio de reaccion (Esquema 2 y Tabla S13). De esta manera, tras 3 h mas de
reaccion, se lograron obtener ambos enantiomeros del 6xido de estireno (4a) con
elevados rendimientos aislados (88-92%) y selectividades (>96% ee).

Para finalizar este capitulo se puede concluir que se ha:

- Identificado al catalizador IPrAuNTf; para llevar a cabo la reaccion de
hidratacion regioselectiva de haloalquinos en medio acuoso, el cual, tras
la optimizacion de las condiciones de reaccion, ha permitido acceder a
doce a-halometil cetonas (2a-1) con buenos rendimientos (79-96%).

- Estudiado el empleo de diversas ADHs, identificando la ADH-A y la
LbADH como biocatalizadores estereocomplementarios para la
biorreduccion de las cetonas 2a-I.

- Puesto a punto un proceso en cascada que permitio sintetizar de manera
estereoselectiva varias halohidrinas a partir de los haloalquinos,
mediante la accion conjunta de un catalizador de Au(l) y una ADH.
Gracias a esta metodologia fue posible sintetizar doce halohidrinas con
buenos rendimientos aislados (65-86%) y selectividades (>97% ee).

- Disefiado un proceso secuencial sencillo que permitio la transformacién
del cloroetinilbenceno (1a) en los dos enantidmeros del Oxido de
estireno (4a) por separado, mediante la adicion de NaOH al medio de
reaccion tras finalizar el proceso en cascada concurrente propuesto, ya
sea empleando la ADH-A o la LbADH (88-92% rdto. y >96% ee).
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ABSTRACT: A concurrent cascade combining the use of a  concurrent cascade
gold(T) N-heterocyclic carbene (NHC) and an alcohol dehydro- NHC-Au(l)
genase (ADH) is disclosed for the synthesis of highly valuable X Alcohol dehydrogenase OH
Relohviiins inian Aitimtand tinde mild =z __2-propandl (2=3equiv) A x

reactmn condxuons The methodology consists of the gold- R 2_,::_?‘,”; R
catalyzed regioselective hydration of easily accessible haloalkynes,  R= A"‘Y' oraryl 40°C (B)-and (Syetcohiols
foll by the o Joctive biorednict £ th din 1, Br up to >99{-55an suitable for
ollowed by the stereoselective bioreduction of the corresponding (,29,@,“9,95) asymmetric epoxide synthesis

hal thyl ketone i di Thus, a series of alkyl- and
aryl-substituted hnloal.kynes have been selecuvely converted into
chloro- and b ins, which were obtained in good to high yields (65—86%). Remarkably, the use of stereocomplementary

commercial or made-in-house overexpressed alcohol dehydrogenases in Escherichia coli has allowed the synthesis of both halohydrin
enantiomers with remarkable selectivities (98 — 99% ee). The outcome success of this method was due to the thermodynamically
driven reduction of the ketone intermediates, as just a small excess of the hydrogen donor (2-propanol, 2-PrOH) was necessary. In
the cases that larger quantities of 2-PrOH were applied, higher amounts of other by-products (e.g, a vinyl ether derivative) were
detected. Finally, as an extension of this cascade transformation and exploration of the synthetic potential of chiral halohydrins, the
synthesis of both enantiomers of styrene oxide has been developed in a one-pot sequential manner in very high yields (88—92%) and
optical purities (97 — 99% ee).

KEYWORDS: alkyne hydration, bi lysis, bioreduction, cascade reactions, enzymes, gold catalysis, halohydrins

B INTRODUCTION con'espondmg tem\mal alkynes and subsequent halogenation

a-Halomethyl ketones constitute one of the most important h al T ; % gents. On d"; other h‘“‘;
classes of organic intermediates based on their multiple 4 eca( yuca tion of water to these unsaturate compounnds

synthetic possibilities due to the susceptibility of the carbonyl involves the tautomerization of initially formed enol-type

group to be reduced with reducing agents, react with different species that is especially favored when considering these
nucleophile classes,' ™ and also their ability to become haloalkync_s as substrates because the C—X bond is highly
carboxylic acid precursors through the Favorskii rearrange- polnrizedf In this context, the production of a-halomethyl
ment." Two traditional approachm have been described for ketones through lective haloalkyne ion has been
their synthesis, consisting of the develop of a-hal traditionally lyzed by B d acids"* and metal species,
ation of the corresponding ketones' or alternanvely “the the latter bemg considered as the first choice strategy (Scheme
chemical modification of olefins and alkynes.” Unfortunately, 1). Thus, the usefulness of a wide range of metal species has
the halogenation of ketones with molecular halogens, metal been reported to accelerate this transform:mon, including
halides, or N-halosuccinimides usually suffers from serious cerium,"* copper,'* indium,'* iron,'® or silver'” catalysts.
drawbacks due to lhe occurrence of low regiospecificity or Au(I) catalysts have emerged in the past decade as valuable
lyhal ion transformations, and therefore special efforts tools'” for alkyne hydration,'” allowing chemoselective trans-

have been made in recent years toward the selective
modification of C—C multiple bonds under mild reaction
conditions.

Remarkably, alkynes are adequate carbonyl surrogates, their
hydration receiving considerable attention because it proceeds
with a complete atom efficiency for terminal alkynes,
dialkylalkynes, diarylalkynes, arylalkylalkynes and even hetero-
substituted ones.’”'' Interestingly, haloalkynes are easily
accessible through C—H metalation or deprotonation of the

formations when other functional groups are present.”’™** In
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Scheme 1. Alkyne Hydration—Ster ive Biored

hal.

hyl kemnes using alcohol dehydrogenases (ADHs) can

Sequence for the Synthesis of Enantioenriched Halohydrins

OH

ADH
Cofactor, 2-PrOH
_—

an inspiring work, He and co-workers reported the first general

be highlighted™ ™ since it is a highly thermodynamically
favored reaction, requiring just a small excess of the hydrogen
donor, 2-propanol (2- PrOH), used as a cosubstrate for
cofactor recycling purposes.’ ~*” Therefore, shifting the
reaction toward alcohol formation is highly favored, to the
detriment of the reverse alcohol oxidation.

The quest for cooperative multicatalytic transformations
presen!s the combination of metal and enzyme catalysis as an

hydration of aliphatic and (hetem)nmmauc 1-haloalk

using XPhosAuNTf, and 3 equiv of water.”’ The hydranon of
similar haloakynes (X = Br, Cl, and I) was later successfully
achieved by uslng an immobilized gold(T) catalyst (MCM-41-
PPh,AuNTf,).” Terminal halo-substituted propargyl carbox-
ylates have also become adequate hydration substrates using a
Ph;PAuNTf,/AgSbF, catalytic system and also 3 equiv of
water.”> More recently, Cazin and co-workers described the
hydration of aromatic 1-iodoalkynes using [PrAuNTf, and 2
equiv of water as part of a one-pot sequential iodination—
hydration sequence,” results that complement the inves-
tigations previously reported by Sheppard and co-workers in a
similar mulustep synthesls"' Also, Liu and co-workers have
d d the p I of this methodology combining the
gold(I)-mediated hydmtion of haloalkynes with a Ru-catalyzed

strategy for increasing molecular complexity at
the same time that chirality can be induced under mild
reacnon conditions," " including transformations involving

ADHs.* Thus, finding suitable reaction conditions for the
combined action of gold and enzyme catalysis would make
lausible the devel of a straightforward hesis of

chiral halohydrins smmng from haloalkynes in an aqueous
medium under very mild conditions, as depicted in Scheme 1.
In this field, the development of multicatalytic trans-
formations mvolvmg gold species and enzymes such as lipases,
ADHs, and t i has received
increasing attention in recent years. Groundbreaking findings
have covered the development of various multicatalytic
approaches, mdudmg a nonselective alkynylation of tetrahy-
catalyzed by the bined action of an

hydrogen transfer reaction to obtain enantioenriched halohy-
drins in 1,2-dichloroethane at 20 °C.>**¢

Chiral halohydrin derivatives are extremely versatile

i di in organic y, as they can be easily

functionalized to provide different famlhes of biologically

active compounds and synthetic drugs.”” " Among the

reponed synthetic approaches to obtain these derivatives in

iched form, enzy atalyzed reactions represent an

elegant sustainable strategy.”' In fact, the bioreduction of a-

evolved monoamine oxidase and HAuCl,™ and also a few
stereoselective multistep transformations using Au(I) or
Au(TII) catalysts. For lnstance, cyclolsomenzatlon trans-

formations have been el 1 d her with
lipase-catalyzed hydrolytic “kinetic resoluuon mcedux'es,47 -
or ADH-mediated bioreduction processes.”’ Interestingly,

hydration—bioreduction routes have also been reported,
transforming terminal alkynes in optically active l-:\rrlethan-
1-ols and aliphatic alcohols in sequential protocols.”’”" In this

Table 1. Hydration of 1a Using 2-PrOH and a Gold(I) Catalyst under Different Reaction Conditions (Solvent, 2-PrOH

Concentration, and Temperature)*

by-products detected
, 2N
> Cl Gold ca;alpyrscl”(f mol%) o i o .
H,0, organic cosolvent S o
30-40°C, 16 h Cl N
1a 2a cl
entry atalyst cosolvent” (%) 2-PrOH" T (°C) 1a° (%) 2a° (%) by-products* (%)
1 IPrAuNTY, MeCN (16.7) 16.7% 40 1 35 64
2 IPrAuUNTY, 20% 40 <1 15 85
: § IPrAuNTYf, 2 equiv 40 <1 88 12
4 IPrAUNTY, MeCN (20) 2 equiv 40 1 82 17
5 JohnPhosAuNTE, MeCN (20) 2 equiv 40 <1 81 19
6 BrettPhosAuNTf, MeCN (20) 2 equiv 40 <1 85 15
7 IPrAUN'TY, THF (20) 2 equiv 40 <1 99 (93) 1
8 IPrAuNTY, THF (20) 2 equiv 30 3 96 (85) 1
9 IPrAuNTYf, 2-Me-THF (20) 2 equiv 40 <1 99 (94) 1
10 IPrAuNTY, THF (15) 2 equiv 40 <1 99 (91) 1
1 IPrAUNTY, THF (10) 2 equiv 40 <1 99 (93) 1
12 IPrAuNTY, 2-Me-THF (10) 2 equiv 40 <1 99 (93) 1
13 IPrAuN'TY, 2-Me-THF” (10) 2 equiv 40 <1 99 (89) 1

“Reaction conditions: 1a (100 mM), gold catalyst (5 mol %),

H,0 (66.6—-98.4% v/v), cosolvent (0—-20% v/v), 2-PrOH (1.6—20% v/v) for 16 h.

"Percentages of cosolvents are given in % v/v, while for 2-PrOH they are either as % v/v or equivalents with respect to the haloalkyne. “Percentages
of product were measured by GC analysis of the reaction crude. Isolated yields of ketone 2a in parentheses after column chromatography

purification. A 2% w/v of TPGS-750-M surfactant was added.
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context, Mihovilovic and co-workers have sequentially
combined the action of AuCl, in 2-PrOH using 4 equiv of
water for alkyne hydration at 65 °C with the bioreduction of
the resulting 1-arylethan-1-one intermediates at 30 °C,"’ while
Lipshutz’ group described a one-pot sequential protocol
including the use of (HandaPhos)AuCl in the presence of a
silver salt, trifluoroacetic acid, and a surfactant in water for the
hydration step, adding the ADH, cofactor, buffer, and
additional surfacla.nt for the reductive step once the alkyne
was consumpted.”’ Very recently, Ruepmg nnd co- workexs
have developed a hydration—bi 1
approach to transform terminal arylacetylenes into opnca\ly
active 1-arylethan-1-amines, combining gold(I) chloride and a

lective ina ial manner since the
substrate concentration had to be diminished and the
temperature decreased after the hydration step.”

Being aware of the difficulties to develop multicatalytic
transformations when considering an alkyne hydration and
biotransformation sequences in a concurrent cascade
mode,**~*? herein we have focused on the exploitation of
the compatibility of an N-heterocyclic carbene (NHC)—
gold(I) complex, namely, [1,3-bis(2,6-diisopropylphenyl)-
imidazol-2-ylidene] [bis(trifluoromethanesulfonyl)imide Jgold-
(I) (IPrAuNTf,) with ADHs, recently reported as the first
example of a concurrent cascade involving a gold species and
these oxidoreductases.”’ In that case, the Meyer-Schuster
rearrangement of various racemic propargylic alcohols followed
by stereoselective bioreduction of the a,f-unsaturated ketone
intermediates was reported to afford enantiopure allylic
Icohols. Now the exploi of this synergic combination
of a NHC—-gold(I) catalyst and stereoselective ADHs is
expanded, searching for adequate conditions to develop a novel
one-pot approach for the straightforward synthesis of
pharmaceutically relevant optically active halohydrins from
haloalkynes.

B RESULTS AND DISCUSSION

Herein, the most representative results are presented: (i) the
gold(I)-catalyzed hydration process of (chloroethynyl)benzene
(1a) and the scope of the reaction using other haloalkynes 1b-
11; (ii) the bioreduction of 2-chloro-1-phenylethan-1-one (2a)
using different ADHs; (jii) next, the development and scope of
the stereodivergent concurrent cascade consisting in the
alkyne-hydration sequence; (iv) and finally an application of

First, variable amounts of 2-PrOH were considered (1.6—
20%, see also Table S1 of the Supporting Information), leading
to the desired 2-chloro-1-phenylethan-1-one (2a) with the
concomitant formation of some by-products in significant
amounts. These side-reaction products were identified as a
mixture of the vinyl ether resulting from the gold czlalyzed
nucleophilic addition of 2-PrOH to the chloroalkyne®” and the
dimeric product displayed in the scheme from Table 1
obtained after the addition of the enol tautomer from 2a to la.
High 2-PrOH contents preferably favored the formation of the
vinyl ether, but unfortunately a complex mixture was identified
in the NMR analyses, from this point focusing exclusively on
the optimization of the reaction conditions to the formation of
ketone 2a.

Usually, when bioreductions are performed using 2-PrOH as
the cosubstrate, a huge molar excess regarding the ketone
substrate is necessary to drive the equilibrium into the desired
alcohol product. However, when carbonyl compounds present
an electron-withdrawing group at the a position such as a
halogen atom, the reduction is highly thermodynamically
favored.’” Taking advantage of this singularity, the
hydration reaction of la was carried out in the presence of
only 2 equiv of 2-PrOH at 40 °C, finding high percentages of
ketone 2a either in the absence or presence of acetonitrile as
the cosolvent (82—88%, entries 3 and 4) due to the drop of the
by-product formation.

From a total of six gold(I) catalysts comprising the presence
of different ligands and anions (see Table S2 for gold catalyst
screening), JohnPhosAuNTf, and BrettPhosAuNTf, also
tumed out to be efficient species leading to 2a as the main
product (81—85%, entries S and 6). Further optimization of
the reaction conditions was performed with IPrAuNTf,
because of its lower price in comparison to that of
BrettPhosAuNTf,, focusing on the selection of a suitable
cosolvent to favor the solubility of the starting material (entries
7-13) and minimize the side product formation. After
optimization of the organic cosolvent and reaction temperature
(see further experiments in Table S3), the use of ethers such as
water-miscible tetrahydrofuran (THF, entry 7) and also the
more envir lly benign, , and wat
cible 2- me(hyhetrahydrofuran (2 Me—THF entry 9)° turned
out to be the best choice, exclusively leading to the formation
of Za lntereskmgly, the reaction maintained its perfect
r lectivity in THF at 30 and 40 °C, but was faster at a

this methodology for creating new molecular diversity in a one-
pot sequential transformation toward an optically active
epoxide.

NHC-Gold(l) Catalyzed Hydration of
(Chloroethynyl)benzene (1a) and Reaction Scope. For
this study, (chloroethynyl)benzene (1a) was selected as a
benchmark substrate since it can be prepared in a
straightforward manner through selective halogenation at the
termma] position of phenylacetylene with N-chlorosuccini-
mide.”* On the basis of the excellent reactivity displayed by
IPrAuNTf, in the Meyer-Schuster rearrang of prop-
argylic alcohols in an aqueous medium,” the hydration of
haloalkyne la was investigated using 5 mol % of the gold
catalyst at 40 °C in water as a reaction medium (Table 1). The
addition of 2-PrOH was considered at this point with a dual
role, first as an organic cosolvent to improve the substrate
solubility but also as a cosubstrate for cofactor recycling

in a coupled-sub: fashion when considering the
subsequent bloreductmn process.

hlgher temperature (96—99%, entries 7 and 8), being also
synthetically useful at different cosolvent ratios (10— 20%
entries 9—12), while its combination with a surfactant’ also
allowed the isolation of 2a in very high yields (entry 13).

In Table 2 the hydration of 1a was further studied, analyzing
now the influence of the catalyst loading (2—5 mol %, entries
1—4) and the amount of 2-propanol (2—10 equiv, entries 1
and 5—8). On the one hand, a significant formation of by-
products was observed when reducing the IPrAuNTf, loading
from S to 2 mol % (up to 17% of undesired products, entry 4),
so § mol % of IPrAuNTf, was selected to favor the main
hydration reaction. On the other hand, higher amounts of 2-
PrOH favored the progressive formation of by-products (up to
6%), finding the best reaction conditions when combining $
mol % IPrAuNTf, and 2 equiv of 2-PrOH (93% isolated yield
of 2a). Therefore, these conditions were selected for the design
of a one-pot hydration—bioreduction cascade.

Next, haloalkynes 1b—11 were synthesized following the
reported procedures“ 7 to explore the scope of the

httpsy/doi.org/10.1021/acscatal. 105216
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Table 2. Effect of IPrAuNTf, and 2-Propanol Amounts in
the Hydration of la at 40 °C for 16 h

IPrAUNTf, (2-5 mol%)

cl ; o
FZ 2-PrOH (2-10 equiv) Gi
H,0:2-Me-THF (9:1)
40°C, 16 h
1a 2a
IPrAuN'TY, 2-PrOH by-products”
entry (mol %) (equiv) 22" (%) (%)
1 5 2 99 (93) 1
2 4 2 97 (89) 3
3 3 2 85 (80) 15
4 2 2 83 (74) 17
5 5 3 98 (91) 2
6 5 s 97 (91) 3
7 5 7 95 (87) 5
8 H 10 94 (84) 6

“Percentages of products were measured by GC analysis of the
reaction crude. Isolated yields of ketone 2a in parentheses after
chromatographic purification.

KRED-P1-A12, and KRED-P2-H07 from a Codexis screening
kit; (b) lyophilized cells of E. coli overexpressing ADH from
Lactobacillus brevis (LbADH),***” an enzyme that was already
described as an efficient catalyst in the bioreduction of a-
halomethyl ketones.”” On the other hand, only the ADH from
Rhodococcus ruber (ADH-A)*"*” led to the enantiopure (R)-3a
in 98% conversion, which was also previously found to be a
good candidate for the production of optically active
halohydrins.** =%

Design of a Stereodivergent Concurrent Chemo-
enzymatic Cascade toward Halohydrins 3a—3I through
a Hydration—Bioreduction Sequence. Encouraged by the
excellent results obtained in the individual gold-catalyzed
hydration of alkynes la—1l and the bioreduction of a-
chloromethyl ketone 2a, and on the basis of our recent

ful experi in the bination of IPrAuTf, and
ADHs,” the concurrent hydration—bioreduction cascade was
next attempted. Because of the requirements of both catalysts,
a few parameters were considered in selecting the formation of
3a as the final goal. Importantly, the use of an aqueous system

IPrAuNTf;-catalyzed hydration reaction under a compatible
setup with a bioreduction process. The use of 5 mol %
IPrAuNTf,, 2 equiv of 2-propanol, and 2-Me-THF as cosolvent
(10% v/v) was selected for the synthesis of a total of 12 a-
halomethyl ketones 2a—2l, which occurred with high to
excellent selectivities in over 85% conversion (Figure 1) and
isolated after column chromatography in very high yields (79—
96%). It must be stated that a column chromatography
purification was required for the separation of the remaining
starting material and resulting by-products, although they
appeared to a low extent.

Bioreduction of 2-Chloro-1-phenylethan-1-one (2a).
A total of 23 alcohol dehydrogenases were screened to find
stereoselective enzymes that were able to produce both 2-
chloro-1-phenylethan-1-ol (3a) enantiomers under suitable
conditions for the gold(I)-catalyzed hydration step previously
optimized. To this aim, 2-Me-THF (20% v/v), 40 °C, and only
2 equiv of 2-PrOH (Table S5) were selected. On the one hand,
4 reductases led to the enantiopure (S)-3a in quantitative
conversions: (a) Commercially available KRED-P1-A04,

was p d with the addition of few 2-propanol equivalents
since both possess a decisive role in the global process and do
not present serious drawbacks for the metal-catalyzed alkyne
hydration, as demonstrated before. The concomitant use of
stereocomplementary LBADH and ADH-A together with the
NHC—gold(I) catalyst was next investigated, a selection of the
most important results of this combination with LbADH being
described in Table 3.

With the goal of maintaining a low gold loading, 6 mol %
IPrAuNTf, was found to be the optimum one (entries 1 and
2), while the use of 2-Me-THF (entries 3 and 4) offered a
slight improvement over the use of THF, leading to a 96%
conversion (87% isolated yield) when the cosolvent ratio was
reduced to 10% v/v and 2-PrOH to 2 equiv (entry 5).
Additional experiments can be found in Table S7, where it can
also be observed that the magnetic stirring represents a notable
advantage in comparison to the orbital shaking, usually
employed in biocatalyzed processes, while no significant
improvements were observed when increasing the NADPH
concentration from 1 to 2 mM. Interestingly, ADH-A allowed
the stereocomplementary synthesis of the (R)-3a enantiomer,

o o}
©)‘\/c< /©/“\/(:\
F
2a 2b
99% conv (91% yield) 99% conv (92% yield)
o] (o}

Cl
MeO'

2e 2f
99% conv (93% yield) 96% conv (89% yield)

9 c o
cl cl cl
Ci
2j
91% conv (84% yield) 97% conv (91% yield)

O)Lc. ) Q,km

2c 2d
98% conv (91% yield) 95% conv (88% yield)

Cl

[o} o

Ci MeO. Cl

2g 2h
93% conv (86% yield) 86% conv (79% yield)

o
o Br
\/\/\)j\/c‘
2k
99% conv (96% yield) 97% conv (91% yield)

Figure 1. Scope of the gold-catalyzed hydration of alkynes 1a—11 Reaction conditions: 1a—11 (100 mM in H,0/2-Me-THF 9:1 v/v), IPrAuNTf,

(S mol %), 2-PrOH (2 equiv), 16 h, and 40 °C.
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Table 3. Hydration—Bioreduction Cascade of Alkyne Ia (100 mM) Using IPrAuNTf, and LhLADH"

Cl
o~

IPrAUNTf, OH
LbADH, 2-PrOH H
H,0:cosolvent
NADPH, MgCl, (1 mM)
1a 40°C,24h

(S)-3a
entry  IPrAuNTf, (mol %)  2-PrOH (equiv)  cosolvent (% v/v)  1a" (%)  2a" (%)  byproduats” (%)  3a" (%) (5)-3a e¢ (%)
1 5 3 THF (20) 3 <1 6 91 >99
2 6 3 THF (20) <1 1 7 92 >99
3 6 3 2-Me-THF (20) <1 <1 6 94 >99
4 6 25 2-Me-THF (10) <1 <1 7 93 >99
5 6 2 2-Me-THF (10) <1 <1 4 96 (87) >99

“A general procedure is described in the Experimental Section. “Product percentages were determined by GC analysis using calibration curves.
Isolated yield of (S)-3a in parentheses. “Enantiomeric excess values were determined by HPLC.

reaching 94% conversion and 85% of isolated enantiopure
product when employing 3 equiv of 2-PrOH, 1 mM NADH,
and 2-Me-THF (10% v/v) after 24 h at 40 °C.

During a search for a higher process efficiency, additional
experiments were performed at different substrate concen-
trations rangmg from 100 to 300 mM alkyne 1a. In all G
the hy of Ia hly pro d under op
reaction conditions, reaching full conversion (Table S$8),
although the conversion was affected when considering the
cascade approach, observing a decrease at higher concen-
trations moving from 96% alcohol (S)-3a at 100 mM to 84% at
250 mM (Figure 2 and Table $9) due to the formation of the

100

80

— 60
& 40
20

0

100 mM 150 mM 200 mM 250 mM
Concentration of 1a
m3a(%) ®3alsolated yield (%) ®(S)-3aee (%)

ing a-haloketone at the terminal position. The results under
the optimized conditions for each substrate and enzyme are
depicted in Figure 3 and Table S10, showing high to excellent
conversions toward the formation of the corresponding
halohydrins (78—98%), which were isolated in moderate to
high yields after column chromatography (65—86%) with
excellent optical purities (98 to >99% ee). In all cases
heterologously overexpressed ADH-A and LbADH were used
for the bioreduction of the ketone i di except for the
2-chloro-1-(2-chlorophenyl)ethan-1-one that showed very
little activity with these enzymes, so commercially available
KRED-P1-A04 and KRED-P1-H08 were used in these cases
(see Table S6 for a bioreduction screening with ketone 2j).

Semipreparative transformations (100 mg) were successfully
developed for the production of both 2-chloro-1-phenylethan-
1-0l enantiomers (Table S11), yielding (S)-3a in 82% isolated
yield with LbADH and (R)-3a in 83% isolated yield with
ADH-A in enantiopure form.

Design of a Hydration—Bioreduction—Epoxidation
Sequence toward Styrene Oxide Enantiomers. As
described in the Introduction, halohydrins are highly valuabl
compounds as they can be transformed into other important
derivatives. Herein, in a search to exploit the potential of this
chemoenzymatic cascade, a preliminary study of styrene oxide
(4:) formanon starting from racemic chlorohydrin 3a was

Figure 2. Influence of the alkyne 1a (0.1 mmol) c in the
hydration—bioreduction cascade using IPrAUNTF, (6 mol %), E. coli/
LbADH (20 mg), 2-PrOH (2 equiv), and 2-Me-THF (10% v/v) as
cosolvent for 24 h at 40 °C.

side products to a higher extent. Remarkably, the stereo-
selectivity remained perfect in all cases, obtaining the
enantiopure halohydrin regardless of the selected conditions.
Because of the importance of chiral halohydrins as key
pharmaceutical precursors,” ° and for the purpose of
investigating the generality of the reported chemoenzymatic
approach, the hydration—bioreduction cascade was attempted
with a series of aryl 1 ideri heticall
useful 100 mM substrate concentration, and vanable pattern
substitutions in the aromatic ring including halogen atoms at
different positions (1b—1d, 1g, 1i, and 1j), the use of electron-
donating substituents (le, 1f, and 1h), and also the
loy of (b hynyl)b (11) to produce a
bromohydrin. Special hasis must be made in the selection
of an aliphatic substrate such as 1-chlorooct-1-yne (1k) due to
the difficulties to chemically develop regioselective halog

&
ations of aliphatic ketone substrates to obtain the cor d-

C

d d, finding 1.2 equiv of sodium hydroxide as the
mlmmum amount to form 4a in a quantitative conversion
(Figure 4 and Table S12), not detectmg other by-products.

Then the hydration—bi was
performed in a one-pot sequential process, adding 12 equiv of
sodium hydroxide to the reaction mixture once 3a was
obtained (Scheme 2). Satisfyingly, the epoxidation process just
required 3 additional hours, both styrene oxide enantiomers
being obtained in high purity depending on the enzyme of
choice (Table S13), (S)-4a with LBADH (92% isolated yield
and >99% ee) and (R)-4a for ADH-A (88% isolated yield and
97% ee). This simple protocol demonstrates that highly
interesting synthetic precursors as chiral epoxides can be
easily obtained by combining the action of a metal catalyst and
an enzyme.

B CONCLUSIONS

A one-pot concurrent cascade consisting of the NHC—gold(1)-
catalyzed hydration of easily accessible haloalkynes followed by
a stereoselective bioreduction has allowed the asymmetric
synthesis of halohydrins with excellent conversion and

P

lectivity values. Optimization of the hydration step
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OH
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(8)-3k:11 98% (83) and >99% ee

5)-31:1% 91% (80) and 99%
(R)-3Kk) 96% (84) and 99% ce O (80) and 99% ee
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Figure 3. Scope of the
Isolated yields appear in parentheses after the conversion values.

KRED-P1-H08 and H;0:2-Me-THF:2-PrOH (85:10:5 viv)

cascade of alkynes 1a—11 (100 mM) after 16 h at 40 °C with IPrAuNTf, (6 mol %).

100

o |
0.

Figure 4. Influence of the NaOH amount in the epoxidation of

& 3 8

Percentage of products (%)
.
3

3 04 05 0.6 10 12
NaOH (equiv)

mAicohol 3a (%) @ Epoxide 4a (%)

only 2—3 equiv allowing the development of the one-pot
approach without forming significant amounts of by-products
due to the thermodynamically favored reduction of a-
haloketones. Remarkably, alkyl- and aryl-substituted haloal-
kynes were isolated as the corresponding ketones in good to
high yields after column chromatography (79—96%)
The screening of cial an
overexpressed in E. coli has allowed the production of a senes

of eutically relevant .u'“md chl drins
and a b hydrin by employing ¢ y stereo-
selective enzymes, this bi fi bemg highly selective

and fully compatible in one pot with the gold-catalyzed
process, even at a relevant 100 mM substrate concentration
(65 86% isolated yield and >98% ee). The production of these

racemic 3a using H,0-2-Me-THF (90:10% v/v) as the solvent in the
presence of 2 equiv of 2-PrOH for 3 h at 40 °C.

was necessary to be concurrently accomplished later with the
reduction of the resulting a-halomethyl ketones using
stereocomplementary alcohol dehydrogenases. For that reason,
the hyd of was opti d in an aq

dium, findin; furan and 2-methyktetrahydrof

o

ds was possible in a concurrent cascade

manner, mcludmg different aromatic and aliphatic motifs, the
production of 1-chlorooctan-2-ol resulting being especially
attractive due to the difficulties in developing regioselective
halogenation reactions over aliphatic ketone substrates to
hesize the cor ding halohydrins. Interestingly, the
development of an additional Lychzauon transformation
toward both styrene oxide enantiomers was successfully
lished by the addition of sodium hydroxide to the

as suitable cosolvents (10% v/v), while IPrAuNTf, (5—6
mol %) turned out to be an efficient catalyst for this fully atom-
economy reaction. The presence and amount of 2-propanol
was crucial to enable the combination of the metal and enzyme
catalysts for the development of a cascade process, the use of

reaction mednum In this way, a one-pot process allowed the
preparation of styrene oxide from (chloroethynyl)benzene
without loss of the stereochemical information, thus showing
the potential of this methodology to be easily expanded to the
synthesis of other valuable compounds.

Sch 2. Hyd: Biored Epoxidation Seq To Provide Both Styrene Oxide Enantiomers from Alkyne la
IPrAUNTY, (6 mol%)
o ADH, 2-PrOH oH -
F NAD(PJH I_ci| _NaOH (1.2 oquiv) >
H,0:2-Me-THF (9:1 v/v) 40°C,3h
40°C, 24 h
1a (S)or (R)-3a LbADH: (S)-4a: 98% conv (92% yield) and >99% ee
(100 mm) ADH-A: (R)-4a: 96% conv (88% yield) and 97% ee
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B EXPERIMENTAL SECTION

Materials and Equipment. All the information regarding
the employed instrumentation and the alcohol dehydrogenases
employed in this work is extensively described in the
Supporting Information, including enzyme sources and
bioreduction experiments. Full characterization of a-halometh-
yl ketones 2a—2l, halohydrins 3a—3l, and styrene oxide 4a also
appears in the Supporting Information.

General Procedure for the Synthesis of a-Halomethyl
Ketones 2a-2l through a NHC-Gold(l)-Catalyzed
Hydration Reaction. Distilled H,O (0.9 mL), 2-PrOH
(153 pL, 02 mmol, 2 equiv), and IPrAuNTf, (44 mg
0.005 mmol, 5 mol %) were successively added in this order to
a solution of the corresponding haloalkyne 1a—11 (0.1 mmol)
in 2-Me-THF (0.1 mL), and the mixture was stirred at 40 °C
for 16 h. After this time, the reaction was extracted with EtOAc
(3% 1 mL), and the combined organic phases were dried over
Na,SO,, filtered, and concentrated under reduced pressure.
The corresponding reaction crude was purified by column
chromatography on silica gel (10% EtOAc/hexane), obtaining
the a-haloketone 2a—21 with excellent purity (79—-96%
isolated yield, Figure 1).

General Procedure for the Concurrent Cascade
Hydration—Bioreduction of Haloalkynes 1a-1i, 1k,
and 1l Using LbADH. The corresponding haloalkynes la—
1i, 1k, and 11 (0.1 mmol), 2-Me-THF (100 uL), distilled water
(705 uL), 2-PrOH (153 uL, 2 equiv), IPrAuNTf, (5.3 mg,
0.006 mmol, 6 mol %), a NADH aqueous solution (100 uL, 10
mM), a MgCl, aqueous solution (100 wL, 10 mM), and
lyophilized cells of overexpressed E. coli/ LbLADH (20 mg) were
placed into a glass vial. The mixture was kept under magnetic
stirring at 40 °C for 24 h, and after this time, the solution was
extracted with EtOAc (S X 1 mL) and the organic layers were
combined, dried over anhydrous Na,SO,, and filtered. The
solvent was evaporated under reduced pressure, measuring
then the conversion into the alcohols 3a—3i, 3k, and 31 by GC
analysis, while the enantiomeric excess value was calculated by
HPLC. Alcohols 3a—3i, 3k, and 31 were purified by column
chromatography on silica gel (71—86% isolated yield, Figure
3).

General Procedure for the Concurrent Cascade
Hydration—Bioreduction of Haloalkynes 1a—1i and 1k
Using ADH-A. The corresponding alkynes la—1i and 1k (0.1
mmol), 2-Me-THF (100 uL), distilled water (800 uL), 2-
PrOH (23 uL, 3 equiv), IPrAuNTf, (5.3 mg, 0.006 mmol, 6
mol %), a NADH aqueous solution (100 xL, 10 mM), and
lyophilized cells of ov d E. coli/ ADH-A (20 mg) were
placed into a glass vial. The mixture was kept under magnetic
stirring at 40 °C for 24 h, and after this time, the solution was
extracted with EtOAc (S X 1 mL) and the organic layers were
combined, dried over anhydrous Na,SO,, and filtered. The
solvent was evaporated under reduced pressure, measuring
then the conversion into the alcohols 3a—3i and 3k by GC
analysis, while the enantiomeric excess value was calculated by
HPLC. Alcohols 3a—3i and 3k were purified by column
chromatography on silica gel (65—85% isolated yield, Figure
3).

General Procedure for the Concurrent Cascade
Hydration—Bioreduction of Haloalkyne 1a Followed
by Epoxidation with Sodium Hydroxide. To obtain each
desired enantiomer of 4a, the previously described exper-
imental protocol has been followed depending on the enzyme

employed (LbADH or ADH-A). After completion of the first
part of the transformation, 40 uL of an aqueous solution of
NaOH (3 M, 1.2 equiv) was added. The mixture was kept
under magnetic stirring at 40 °C for 3 h, and after this time, the
solution was extracted with EtOAc (5 X 1 mL) and the organic
layers were combined, dried over anhydrous Na,SO,, and
filtered. The solvent was evaporated under reduced pressure,
measuring then the conversion into styrene oxide by GC
analysis and the enantiomeric excess by HPLC analysis.
Epoxide 4a was purified by column chromatography on silica
gel (10% EtOAc/hexane, 88—92% isolated yield, Scheme 2).
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Capitulo 5. Resultados y discusién

En este capitulo se describe el disefio de distintos procesos en cascada para
la sintesis de derivados de norefedrina de tipo 1,2-aminoalcohol, diol y diamina,
gracias a la accion de un catalizador NHC de Au(l) en medio acuoso y diferentes
enzimas.**? La metodologia propuesta consiste en una primera etapa de hidratacion
catalizada por Au(l) de un éster o una amida propargilica, de manera que el
compuesto de tipo o-cetoester o a-cetoamida generado sea transformado en una
segunda etapa por una ADH o una ATA, permitiendo acceder de esta manera a los
compuestos deseados (Esquema 81).

XJOI\ XJ\ XJ\

X ADH o ATA _ N
Hidrataciéon 0 Biotransformacion Y

X=0,NH Y = OH, NH,

Esquema 81. Sintesis de derivados de nor(pseudo)efedrina de tipo 1,2-aminoalcohol, diol y
diamina mediante procesos en cascada Au(l)-enzima.

Esta Tesis Doctoral se presenta como un compendio de publicaciones, por
lo que la numeracion de los compuestos, asi como la de los esquemas, figuras y
tablas, se refieren al trabajo en el que se ha descrito esta investigacion, y que se
muestra al final de esta seccion.

362 S5 Gonzalez-Granda, G. Steinkellner, K. Gruber, I. Lavandera and V. Gotor-Fernandez. Enviado
para su publicacién en Nat. Catal. (Manuscrito ID : 22108036)
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5.1 Optimizacion de la reaccién de hidratacion del éster
propargilico 1

En primer lugar, se realizé el estudio y optimizacion de la reaccion de
hidratacion catalizada por una especie de Au(l) del éster propargilico racémico 1.
Para ello, el alquino rac-1 se trat6 con IPrAuUNTf; en un medio H,O:cosolvente (4:1
v/v), observandose que mediante el empleo de un 2 mol% del catalizador de Au(l),
y 2-PrOH o 2-Me-THF como cosolventes de la reaccion, a 40 °C, era posible obtener
el cetoester rac-3 de manera cuantitativa tras 6 horas de reaccion (Tabla S1 del
material suplementario).

Una vez optimizada la reaccion de hidratacion del éster propargilico rac-1,
se realizo, bajo condiciones idénticas de reaccidn, la hidratacidn de sus enantidmeros
(S)-1 y (R)-1 (obtenidos a través de un simple proceso de resolucion cinética de
acetilcacion utilizando una lipasa), con el fin de observar si durante el transcurso de
la reaccion se producia una perdida de la informacion quiral prefijada.
Afortunadamente, la reaccion de hidratacion transcurrio sin observarse descenso
alguno de su exceso enantiomérico, permitiendo obtener de esta manera ambos
enantiomeros del cetoéster 3 con elevada selectividad (Tabla S2).

5.2 Estudio del proceso de biotransaminacion del cetoester 3

Una vez desarrollada una metodologia que permitiera acceder facilmente al
cetoéster 3, tanto de manera racémica como opticamente activa, se realiz6 un estudio
del proceso de biotransamicion de este compuesto, empleando para ello en primer
lugar su version racémica. De esta manera, fueron estudiadas treinta y nueve
transaminasas, utilizando 'PrNH; o alanina como donadores de amino (Tabla S3).
Tras finalizar la reaccion enzimatica fue necesario realizar un proceso de acetilacion
guimica empleando DMAP y anhidrido acético, al observarse diversos subproductos
debido a la migracion del grupo acetilo. De esta manera fue posible transformar
todos estos subproductos en el compuesto diacetilado 5b, e identificar la E.
coli/CvTA, y la transaminasa comercial ATA-303 como las mejores enzimas para
realizar esta transformacion. A pesar de observarse elevadas conversiones y excesos
enantioméricos del producto 5b, la diastereoselectividad obviamente fue muy pobre
en todos los casos. La solucion a este problema se logré6 mediante el empleo del
compuesto de partida en su forma dpticamente activa.
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Capitulo 5. Resultados y discusién

5.3 Disefio y optimizacién del proceso secuencial para la sintesis
del 1,2-aminoalcohol 5b

Antes de realizar el proceso secuencial que permitiera transformar de manera
sencilla el éster propargilico 1 en el compuesto 5b, se realiz6 una optimizacion de la
reaccion de biotransaminacion, estudiando para ello tanto el porcentaje de
cosolvente, como la cantidad de enzima y de donador de amina empleados (Tablas
S4y Sb5).

Una vez realizada esta optimizacion previa, se disefid el proceso secuencial
para la sintesis de los cuatro isomeros del compuesto 5b. Para ello, en primer lugar,
se llevd a cabo la reaccion de hidratacion de ambos enantiémeros del éster
propargilico 1, empleando IPrAuNTf; (2 mol%) y 2-PrOH (10% v/v) como
cosolvente. Una vez finalizada la reaccion de hidratacion, se afiadié al medio de
reaccion la transaminasa correspondiente y la disolucion reguladora de pH,
conteniendo PLP e isopropilamina. Tras 24 h de reaccion a 40 °C, fue posible obtener
los cuatro isbmeros del compuesto 5b con conversiones de moderadas a elevadas, y
elevadas selectividades (Tablas S6 y S8).

Adicionalmente, se realiz6 el proceso secuencial a escala semipreparativa
(100 mg), permitiendo obtener el compuesto (1R,2S)-5b y el (1R,2R)-5b con un 79
y un 85% de rendimiento aislado, respectivamente, tras columna cromatografica.

5.4 Estudio del proceso de biorreduccion del cetoester 3

Una vez disefiado y optimizado el proceso secuencial para la sintesis de los
cuatro diastereoisdmeros del compuesto 5b, el siguiente paso fue la sintesis de los
derivados de tipo diol 6b. Para ello, en primer lugar, se realizo el estudio del proceso
de biorreducciéon del cetoester rac-3. De esta manera se estudiaron 26 ADHs,
observandose el mismo problema de formacion de subproductos debido a la
migracién del grupo acetilo. Nuevamente, tras realizar el proceso de acetilacion
empleando DMAP vy anhidrido acético tras finalizar la reaccion enzimatica, se
consiguid identificar la E. coli/ADH-A, la E. coli/ADH-T y la enzima comercial evo-
1.1.200 como las mejores para catalizar esta transformacion de manera
estereocomplementaria. El uso de estas enzimas permitié obtener con elevadas
conversiones y excesos enantiomeéricos el compuesto 6b, sin embargo, las
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diastereoselectivades fueron nuevamente muy pobres (Tabla S9). Con el fin de
solventar esta limitacion, se estudid la posible influencia de la temperatura y el pH
del medio de reaccion en la diastereoselectividad del proceso, sin embargo, no se
obtuvo mejora alguna (Tabla S10), por lo que nuevamente se opté por emplear el
sustrato de partida en su forma enantiopura.

5.5 Disefio y optimizacion del proceso en cascada concurrente
para la sintesis del diol 6b

Gracias a la experiencia previa de nuestro grupo de investigacion en el
disefio de procesos en cascada concurrente combinando especies de Au(l) y enzimas,
se optimizd un proceso en cascada para la sintesis de los cuatro diastereoisémeros
del diol 6b. Para ello, el éster propargilico 1 en sus formas enantiopuras S o R, se
disolvié en un medio H,O:2-PrOH (4:1 v/v), y se adiciond IPrAuUNTf, (7.5 mol%),
la ADH correspondiente y el cofactor pirimidinico NADH. Tras 24 h a 45 °C, se
lograron obtener los cuatro isomeros del compuesto 6b con conversiones de buenas
a elevadas, y elevadas selectividades (Tablas S12).

Con el fin de demostrar la aplicabilidad de la metodologia propuesta, se
realizd el proceso en cascada concurrente a escala semipreparativa (100 mg).
Empleando una aproximacion similar, fue posible obtener el diéster (1S,2R)-6b y
(1R,2R)-6b con un 81 y un 86% de rendimiento aislado, respectivamente, tras
columna cromatogréfica (Esquema 82).

OAc (7.5 mol%) OAc (7.5 mol%) OAG
H evo-1.1.200 evo-1.1.200
Ph/Y H,0:2-PrOH (4:1) P“)’\ H,0:2-PrOH (4:1) Ph)ﬁ/
OAc NADH (1 mM) 100 m NADH (1 mM) OAc
(1S,2R)-6b MgCl, (1 mM) 9 MgCl, (1 mM) (1R,2R)-6b
(tras acetilacion) 40 °C, 24 h 40°C, 24 h (tras acetilacion)
81% rdto. 86% rdto.
99:1 rd 99:1rd
>99% ee >99% ee

Esquema 82. Proceso en cascada a escala semipreparativa para la sintesis de los
diastereoisomeros (1S,2R)-6b y (1R,2R)-6b.
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5.6 Optimizacion de la reaccién de hidratacion de la amida
propargilica 2

Una vez optimizada la sintesis de los derivados de nor(pseudo)efedrina de
tipo 1,2-aminoalcohol y 1,2-diol, el siguiente paso fue la sintesis de los derivados de
tipo 1,2-aminoalcohol complementarios y 1,2-diamina. Para ello, en primer lugar, se
realizo el estudio de la reaccidn de hidratacion catalizada por IPrAuUNTf, de la amida
propargilica rac-2. Empleando las condiciones de reaccion previamente optimizadas
para la hidratacion del éster rac-1, tan solo fue posible obtener una conversion del
15% (Tabla S14). Este importante descenso en la conversion obtenida fue debido a
un problema de solubilidad del sustrato en el medio de reaccidn, sin embargo, al
sustituir el 2-PrOH empleado como cosolvente por 2-Me-THF (10% v/v), se logrd
obtener la cetoamida rac-4 con conversion completa y un rendimiento aislado del
87% tras columna cromatogréfica.

5.7 Estudio del proceso de biorreduccion de la cetoamida 4

Una vez optimizada la reaccion de hidratacion de la cetoamida rac-4, se
realizé un estudio de veintisiete ADHSs con el fin de identificar cuales eran capaces
de catalizar la biorreduccion de este compuesto. En este caso, tras finalizar la
reaccion enzimaética no se observo migracién alguna del grupo acetilo, debido a la
mayor estabilidad de la amida frente al éster. Desafortunadamente, tan solo se
observé conversion para los casos de la E. coli/ADH-A y de la evo-1.1.200 (19 y
40%, respectivamente, Tabla S15). En el caso de la evo-1.1.200 se logré obtener
ademas el compuesto anti-4 con elevada enantio y diastereoselectividad.

Con motivo de los modestos resultados obtenidos en el estudio de la reaccion
de biorreduccion en comparacion con el cetoéster rac-3, se realizaron experimentos
de docking con la ADH-A con el fin de buscar una explicacion a este hecho (Figura
18). Desafortunadamente los experimentos de docking realizados no consiguieron
dar una razén clara acerca de la diferencia de reactividad entre los compuestos 3 y 4
al emplear la ADH-A como catalizador. Sin embargo, gracias a estos estudios se
corroboro la configuracion del centro quiral obtenido con la ADH-A, que resulto ser
el enantiomero S.
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Figura 18. Interaccion entre los compuestos (R)-3 (A), (S)-3 (B), (R)-4 (C),y (S)-4 (D) y el
centro activo de la ADH-A. En azul oscuro se muestra el compuesto de partida, en amarillo
el cofactor NADH, y los aminoacidos claves en blanco. Figuras generadas empleando el
programa PyMOL.

Debido a la elevada diastereoselectividad observada en la reaccion
enzimatica con el sustrato racémico 4, se incubd la cetoamida (S)-4 (obtenido a
través de un proceso de resolucion cinética de acilacion con una lipasa) en
disoluciones tampon de diferentes pHs con el fin de observar si este compuesto
estaba racemizando en el medio de reaccion. Tras observar los resultados obtenidos
(Tabla S16), se pudo constatar la racemizacion del sustrato de partida a pHs
comprendidos entre 7.5y 9.5, de manera que tras incubar el sustrato (S)-4 a pH 9.5,
tras tan solo 1 h, se produjo la pérdida total de la informacién quiral, recuperando el
compuesto rac-4. Debido a ello, fue posible disefiar un proceso de DKR partiendo
del sustrato de partida en su forma racémica.
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5.8 Disefio de un proceso secuencial para la sintesis del 1,2-
aminoalcohol (1S,2R)-7a

Una vez observado que simplemente modulando el pH del medio de
reaccion se conseguia racemizar a la a-cetoamida 4, el siguiente paso fue el disefio
y optimizacion de un proceso secuencial que permitiera transformar la amida
propargilica rac-2 en el compuesto 7a. Para ello, en primer lugar, se llevo a cabo la
reaccion de hidratacion del derivado rac-2 empleando IPrAuUNTf; (2 mol%) como
catalizador y 2-Me-THF como cosolvente (10% v/v). Tras 6 h a 45 °C, se adicion6
una disolucion tampén de pH 8.5, 2-PrOH, NADH vy la enzima evo-1.1.200. Esta
nueva etapa se mantuvo durante 48 h a 30 °C, de manera que se logré obtener la
hidroxiamida (1S,2R)-7a con una conversion del 67% y una elevada selectividad
(Tabla 4). Adicionalmente se realizd el proceso secuencial propuesto en condiciones
dindmicas para la sintesis de (1S,2R)-7a a una escala semipreparativa de 64 mg,
obteniéndose el compuesto deseado con un rendimiento aislado del 57% tras
columna cromatogréfica.

5.9 Estudio del proceso de biotransaminacion de la cetoamida 4

Con el fin de desarrollar una metodologia que permitiera obtener derivados
de tipo 1,2-diamina de nor(pseudo)efedrina, en primer lugar, se llevo a cabo un
estudio de la reaccion de biotransaminacion de la cetoamida rac-4. Para ello se
emplearon treinta y tres transaminasas diferentes, observandose que tan solo cuatro
de ellas (ATA-412, ATA-025, ATA-024, y ATA-033) eran capaces de catalizar esta
transformacidn con elevadas conversiones y selectividades (Tabla S19). Es necesario
destacar que, nuevamente en este caso, tras finalizar la reacciéon enzimatica fue
necesario acetilar quimicamente los crudos obtenidos debido a la formacion de
varios subproductos formados tras la migracion del grupo acetilo.

5.10 Disefio y estudio del proceso secuencial para la sintesis de
(1S,2R)-8b

Una vez identificadas las ATAs que producian la transformacion deseada,
se eligid la ATA-033 como la ideal debido a que dio lugar a los mejores valores de
conversion y selectividad (Tabla S20). Posteriormente, se disefié y optimizé un
proceso secuencial en condiciones dinamicas para la sintesis de la diamida 8b. Para
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ello, se realizo la reaccion de hidratacion de la amida propargilica rac-2, y tras 6 h,
se adicion6 al medio de reaccion la transaminasa ATA-033, una disolucion tampdn
de pH 9.5, el donador de amina y PLP. De esta manera, y tras un proceso de
acetilacion quimica, fue posible obtener tras 24 h a 45 °C, el compuesto (1S,2R)-8b
con elevada conversion y selectividad (Tabla 4). Cuando la reaccion se realizé a una
escala de 64 mg del sustrato de partida, se consigui6 obtener el compuesto deseado
con un 77% de rendimiento aislado tras columna cromatografica, con un elevado
exceso enantiomérico y una buena diastereoselectividad (85:15).

Para finalizar este capitulo se puede concluir que se ha:

- Disefiado una metodologia sencilla que permitié llevar a cabo la
hidratacion de ésteres y amidas propargilicas empleando IPrAuNTf;
como catalizador en condiciones suaves de reaccion.

- Estudiado distintas biotransformaciones sobre el cetoéster 3 y la
cetoamida 4 empleando ADHs y ATAs para obtener compuestos
derivados de las norefedrinas con elevadas selectividades.

- Desarrollado un proceso secuencial para la sintesis de derivados de
nor(pseudo)efedrina empleando IPrAuNTf, y ATAs, de manera que ha
sido posible obtener los cuatro diasterecisomeros del compuesto
deseado con conversiones de moderadas a elevadas, y elevadas
selectividades (Figura 19).

- Disefiado un proceso en cascada concurrente combinando IPrAuUNTf,y
ADHs para la sintesis de los cuatro isémeros de los derivados de tipo
1,2-diol.

- Desarrollado dos procesos secuenciales para la sintesis de los derivados
de tipo 1,2-aminoalcohol y 1,2-diamina, mediante una estrategia que
combind la reaccidn de hidratacion de amidas propargilicas y un proceso
de DKR catalizado por ADHs 0 ATAs.
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ADH-A
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Aproximacién secuencial

Aproximacién secuencial dinamica

(=)

(15,2R)

(15,2R)

Cv-TA
(1R,2S)
Cv-TA
(15,25)
ATA-303 2
(15,2R)
NHAc
OAc
ATA-303
(1R2R)
NHAc
A 96% conv.
A 77% rdto.
85% ed
NHAc  >99% ee

>99% conv.
79% rdto.
99% ed
>99% ee

>99% conv.
99% ed
>99% ee

65% conv.
98% ed
>99% ee

99% conv.
85% rdto.
94% ed
>99% ee

Figura 19. Compuestos obtenidos mediante las metodologias propuestas en este capitulo.
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ABSTRACT
The combination of gold(I) and enzyme catalysis has provided access to a series of
nor(pseudo)ephedrine derivatives in a regio- and stereoselective manner. The approach involves

developing IPrAuNTf;-catalyzed hydration of I1-phenylprop-2-yn-1-yl acetate or N-(1-
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phenylprop-2-yn-1-yl)acetamide, followed by (dynamic) asymmetric biotransamination or
bioreduction of the corresponding keto ester or keto amide intermediates. Enzyme actions were
completely selective towards modifying the methyl ketones in a highly stereoselective manner,
allowing the synthesis of enantio- and diastereomerically enriched products using either racemic
or optically active starting materials. Thus, a series of amino alcohol, diol, and diamine derivatives
were produced from propargyl esters or amides, the biocatalyst of choice determining the
(stereo)selectivity of the overall cascade process and providing access to nor(pseudo)ephedrine

compounds in a straightforward manner.

INTRODUCTION

Alkaloids are naturally occurring chemical compounds produced by a large variety of organisms
such as animals, bacteria, fungi, or plants, most of which display remarkable pharmacological
activities'. The presence of at least a nitrogen atom with a basic character was included in the
original definition of the alkaloid term. However, more recently, the neutral or even weakly acidic
character of this chemical motif has also been considered when classifying other families of
nitrogen-containing secondary metabolites. Another important structural key element is their
chirality; the presence of one or more stereogenic centers determines the biological response of
this family of compounds.

Isolation from crude extracts of natural sources is the preferred strategy to obtain alkaloids.
However, the chemical syntheses of many of them have also been achieved even on an industrial
scale. Remarkably, the use of enzymes for their asymmetric synthesis has been gaining major
attention in recent years®, with various enzyme families providing straightforward access by means

of stepwise chemoenzymatic strategies or multienzymatic cascades™”.
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Ephedrine-type alkaloids, also known as phenylpropylamino alkaloids (Fig. 1A), constitute a
representative family of these naturally nitrogen-containing compounds, which can mimic the
action of adrenaline, therefore finding multiple applications in medicinal chemistry (anesthesia,
bronchial dilation, nasal congestion...). In addition, ephedra constituents have served as valuable
building blocks and chiral auxiliaries with remarkable applications in stereoselective synthesis®®.
Importantly, the absolute configuration of their stereogenic centers and the substituents present in
key residues determine their biological profiles', including in this ephedrine alkaloid family
(1R,28)-norephedrine, (15,25)-norpseudoephedrine, (1R,2S5)-ephedrine, (15,2S)-pseudoephedrine,
(1R,25)-N-methylephedrine and (1S,25)-N-methylpseudoephedrine, among others (Fig. 1B). In
addition, the position of the nitrogen and oxygen atoms is another engineering vector, with the 1-
amino- 1-arylpropan-2-ol family being useful building blocks in organic synthesis as occurs with

other 1,2-amino alcohol families (Fig. 1C).

Traesaminase o ADH
. ‘Amine donor NADIP)F
H PP 5 Cofactor recycling systam.
M —_— IO
N4,
o
@1 2 o 2(

Q= 0nc Nac Q=0 nw,

*) oH
® oH z:m
o

Fig. 1. Ephedrine-type alkaloids: (A) General structure; (B) Representative examples; (C) General
structure of related 1-amino-1-phenylpropan-2-ols; (D) Reported multienzymatic cascades

towards ephedrine derivatives; (E) Gold(I)-ADH cascade approach proposed in this contribution.
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In this context, the use of multienzymatic cascades provides access to a wide number of products,
highlighting the stereoselective action of alcohol dehydrogenases (ADHs), carboligases, amine
transaminases (ATAs), and imine reductases to produce optically active amino alcohols’. Few
research groups have been especially active in this field, reporting stereocontrolled domino
reactions combining the use of ATAs either with ADHs or carboligases to prepare all four possible
diastereoisomers of nor(pseudo)ephedrine (Fig. 1D, first and second reactions)''"**. More recently,
Mutti and co-workers have demonstrated the efficient combination of the regioselective diol
oxidation of one of the hydroxyl groups and the formation of the corresponding chiral amino
alcohols using either amine dehydrogenases' or ATAs (Fig. 1D, third reaction)'. In general, these
strategies are developed sequentially to avoid simultaneous enzyme inactivation for both steps and
are usually conducted at low substrate concentrations (up to 50 mM).

The combination of transition metal catalysis and biotransformations has opened a myriad of
possibilities, expanding the repertoire of the synthetic chemist, especially in the last decade due to
the synergy between both technologies under similar reaction conditions!’. In this context, gold
species have emerged as ideal catalysts of cycloisomerization, hydration, and rearrangement
reactions in an aqueous medium, which can be successfully coupled with the action of
stereoselective lipases®>>, ADHs>**%, ATAs**, and amine dehydrogenases® to produce chiral
furans, alcohols, and amines. Herein, we present our latest results to expand the cooperative action
between gold complexes and enzymes for the synthesis of nor(pseudo)ephedrine derivatives
through concurrent catalysis. Initially, we will look for adequate conditions to merge gold(I) N-
heterocyclic carbenes (NHC) with ATAs to expand later the potential of this chemoenzymatic
approach to using ADHs (Fig. 1E). The possibility to work at least at 100 mM substrate

concentration for the hydration step, the simple scalability of the processes, and starting from
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easily accessible propargylic amides or esters in both racemic and enantiopure forms, will pave

the way to design (dynamic) regio- and stereodivergent processes in an efficient manner.

RESULTS

Gold-catalyzed hydration of propargylic ester 1 and amide 2

Gold species are powerful catalysts for the electrophilic activation of alkynes towards a broad
family of nucleophiles®>=**, the hydration of propargylic derivatives representing a straightforward
reaction to prepare carbonyl compounds that are ideal substrates for enzymes in the quest for novel
optically active derivatives. Herein, we ambition the gold-catalyzed hydration of 1-phenylprop-2-
yn-1-yl acetate (1) and N-(1-phenylprop-2-yn-1-yl)acetamide (2) to obtain 2-oxo-1-phenylpropyl
acetate (3) and N-(2-oxo-1-phenylpropyl)acetamide (4), respectively, opening a wide range of
possibilities for the regio- and stereodivergent synthesis of nor(pseudo)ephedrine derivatives by
using ADHs or ATAs in a cascade manner (Fig. 1E).

To develop a regioselective access towards ketone derivatives 3 and 4, the gold(I) N-heterocyclic
carbene complex [1,3-bis(2,6-diisopropylphenyl)imidazole-2-
ylidene][bis(trifluoromethanesulfonyl)imide] gold(I) (IPrAuNTf:) was selected as catalyst for the
hydration of propargylic acetate 1 and acetamide 2 (Fig. 2). Initial reaction conditions involved
the use of propan-2-ol (2-PrOH) as organic cosolvent but also as hydrogen donor in the subsequent
ADH-catalyzed bioreduction step for cofactor recycling purposes and a compromise temperature
of 40 °C since both gold(I) and enzyme can be simultaneously active under these conditions?”>%.
Interestingly, the amount of IPrAuNTf> could be reduced to 2 mol% for the synthesis of racemic
keto ester 3 in quantitative conversion after 6 h (see Table S1 in the ESI for a complete study of

the catalyst loading and reaction times), expanding the potential of gold(I) catalysis previously
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disclosed using other gold(I) species®**~. Remarkably, under identical conditions, the hydration of
enantiopure (R)- or (S)-1, obtained after lipase-catalyzed enantioselective acetylation of the
propargylic alcohol precursor, occurred without any loss of optical activity (see Table S2), thus
obtaining enantiopure (S)- and (R)-3 and opening the possibility to obtain (nor)ephedrine

derivatives with two stereogenic centers.

NHAC OAc

1
3a (R=H), 8b (R=Ac) 5a (R=H), b (R= Ac)
NHR NHR
A A
I ATA (and N-protection) TATA (and N-protection)
NHAC XAc OAc
| (25 mo%) A (25 mol) .
-— —_—
H,0 cosolvent N H,0:2-PrOH (4:1 vA)
o 40°C 40°C,2-6h <
rac-, (S)- or (Ry4 X=0(1) sac-, (S)-or (R)-3
3 X=NH (2) :
| ADH : | ADH (and O-protection)
Y O = racemic or sterzogenic center depending on the startng material
NHAC Q O = chiral stereagenic centers due 10 the action of ATAs or ADHs OAc

©/ oy o O/ or 88 (R=H) 6b(R=Ac)

Fig. 2. IPrAuNTf>-catalyzed hydration of propargylic ester 1 and amide 2 (continuous arrows) and

subsequent asymmetric enzymatic reactions (dashed arrows).

Development of a chemoenzymatic hydration-biotransamination sequence towards amido
esters Sb

A total of 37 ATAs were screened with keto ester rac-3 to prepare amino ester 5a in a highly
stereoselective manner using either alanine enantiomers (Ala) or isopropylamine (2-PrNH>) as
amine donors (see Table S3). The use of ATAs with 2-PrNH> provided a number of enzyme
candidates to attempt the gold-ATA cascade strategy; for instance, the one from Chromobacterium
violaceum (E. coli/CvTA) provided (after chemical acetylation) an equimolecular mixture of syn-

(15,25) and anti-(1R,25)-5b diastereoisomers in enantiopure form, while the commercial ATA-



123 025, ATA-303, and ATA-412 led to the stereocomplementary antipodes [syn-(1R,2R) and anti-

124 (1S,2R)-5b] with the same ratio and conversions over 90% (Fig. 3A). It was observed that no

125  racemization occurred at the benzylic position under these mild reaction conditions.
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(1R2R)-and (1S2R)-5b (ATA-025,
ATA303 and ATA 412)
0% canversion, 50:50 dr and >08% oo

(atter chemical N-acotylation
of the rzaction c'ude)
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127  Fig. 3. (A) ATA screening for the biotransamination of racemic keto ester 3, and (B) IPrAuNTf-

128  ATA sequential cascade from enantiopure (R)- or (S)-1 for the stereodivergent syntheses of

129 nor(pseudo)ephedrine derivatives Sb.

130

131  (S)-Selective CvTA and (R)-selective ATA-303 were selected as suitable candidates for the

132 gold(I)-ATA cascades to produce all possible diastereoisomers of amino ester 5a. Before

133 developing them, as depicted in Fig. 3B, biotransamination reaction conditions were optimized

134  (Tables S4 and S5 for CvTA, and Table S7 for ATA-303), considering the influence of the

135 cosolvent percentage (10-20% vol of 2-PrOH), enzyme loading (1.5-38 mg of CvTA for 0.05 mmol

136 of 3) and the amine donor concentration (50-1000 mM of 2-PrNH>). This strategy allowed us to

137  produce all four possible enantiopure diacetylated 1,2-amino alcohols 5b after chemical protection



138

139

140

141

142

143

144

145

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

of the intermediate 5a, to simplify the analytical measurement of the final mixture obtained due to
the intra- and intermolecular migration of the acetyl group from the ester to the amino group.

The cascade approach was developed sequentially, performing the hydration step of acetate
enantiomer (R)- or (S)-1 (100 mM) for 6 h at 40 °C*, while for the biotransamination of
enantiopure keto ester intermediate 3, its dilution to 25 mM was necessary for the quantitative
conversion into enantiopure Sb after chemical acetylation (Fig. 3B and Tables S6 and S8).

This procedure was successfully performed on a preparative scale (100 mg) from (S)-1 to isolate
(1R,25)-5b and (1R,2R)-5b in 79 and 85% isolated yield, respectively. after liquid-liquid extraction
and column chromatography. The assignment of the absolute configuration of all diastereoisomers
was performed based on the selectivity of CAL-B towards the preferential acetylation of the (R)-
enantiomer*!, while for the second stereocenter, "H-NMR analysis of the reaction crudes allowed

to unequivocally assign the stereochemistry of the so-obtained compounds.

Development of a hydration-bioreduction cascade towards diesters 6b

The possibility of achieving all possible diastereoisomers of 5b encouraged us to propose a
complementary approach towards diacetylated diol 6b, in this case, replacing the ATA-catalyzed
biotransamination step with an ADH-catalyzed bioreduction. Therefore, 26 ADHs were screened
towards the reduction of keto ester 3 (Table S9), finding 4 suitable enzymes to obtain the syn- and
anti-6b diester diastereoisomers after chemical acetylation), which were (S)-selective E.
coli/ADH-T, E. coli/ADH-A, and commercial KRED-P1-A12, while to access the opposite
enantiomer, commercial evo.1.1.200 was required (Fig. 4A). After optimization of the reaction
conditions in terms of pH and temperature, it was observed that for ADH-T, pH 9.0 and 40 °C

were necessary to attain a quantitative conversion, while for ADH-A, the use of 45 °C at pH 7.5
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was sufficient to furnish an equimolecular mixture of both syn and anti-diastereoisomers of diester

6b, obtained after chemical O-acetylation, with total enantioselectivity (Table S10).

A OAc OAc

ADH, NAD(P)H, 2-PrOH P
Buffor KPi (pH 7.5, 50 mM), 2-PrOH (20% vol)
o 30°C. 24 h, 220 rpm OAc

(after chemical O-acetylation of the reaction crude)
rac3 (°S,28)- and (1R,25)-6b (ADH-A)
(*R.2R)-and (15 2R)-6b (evo.1.1.200)
>99% conversion, 50:50 d, >99% 66

® 90, ©v0.1.1.200 040
2 MgClo, NADH ADH-A. NADH 2
-— e
H,0:2-PrOH (4:1Y/v) H;0:2-PrOH (4:1 viv) H
OAc 45°C, 24h OAc 45°C, 24 h OAc
i %
(15,2R1-8b (>99% ee, 98% dey (>3 conversion) (599% CONVEISON) 4. 25)-8b (>95% o6, 96% de)
from (R)-4 X ] from (R4
Ao €v0.1.1.200 Ohc
MgCl, NADH (Rr-or (91 ADH-A, NADH
- L
H0. 5?’8"2(‘4; W) >09% o0 H;0:2-PrOH (4:1 viv) Y
45°C. 24 h 0
OAc (>89% conversion) (>99% converson) o
(1R.2R)-6b (>99% ee, 98% de) (1R.25)-8b (>£0% o0, 92% de)
from ()1 from ($)1
(after O-acetylation of the raaction crude) (after O-acetylation of the reaction crude)

Fig. 4. (A) ADH screening with rac-3, and (B) IPrAuNTf2-ADH cascade for the stereodivergent

syntheses of nor(pseudo)ephedrine diester analogs 6b starting from (R)- or (S)-1.

At this point, the overall gold(I)-ADH cascade was attempted to produce the four diastereoisomers
in full conversion, starting from the corresponding enantiopure propargyl ester (S)- and (R)-1.
Optimization of the reaction conditions in terms of substrate concentration, IPrAuNTf> and ADH
loading, shaking type, reaction vessel, temperature, and reaction time led to the successful
achievement of the overall cascade process for the (S)-selective ADH-A (Tables S11 and S12) and
(R)-selective evo.1.1.200 (Table S13). Remarkably, the concurrent stereodivergent approach
adding all the reagents from the beginning was achieved, without modification of the reaction
conditions along the multicatalytic strategy, in contrast to the previous sequential gold(I)-ATA
cascade (Fig. 4B). Semipreparative transformations at a 100 mg substrate scale were demonstrated
to obtain enantio- and diastereomerically pure 6b, yielding the (1S,2R)-diastereoisomer in 93%

conversion (81% isolated yield) and the (1R,2R) isomer in quantitative conversion (86% isolated
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yield) after 24 h at 40 °C, and purification by column chromatography. Absolute configurations
were assigned by comparison with the optical rotation values and HPLC retention times detailed

in the literature using other alternative synthetic strategies**+.

Propargylic acetamide 2 as substrate for chemoenzymatic cascades

Once the versatility of racemic and enantiopure forms of propargyl acetate 1 was demonstrated for
synthesizing amino alcohol and diol ephedrine derivatives, the next step was to explore the
possibility of employing propargyl acetamide 2 for the preparation of structural amino alcohol
regioisomers and diamine derivatives. Compared to the gold-catalyzed hydration of esters, the
transformation over N-protected amines has been unexplored, with the use of amides currently
remaining a challenge®. Therefore, the IPrAuNTf-catalyzed hydration of racemic amide 2 (100
mM) was studied in water using different catalyst loadings (2-5 mol%) and organic cosolvents (2-
PrOH and 2-Me-THF, Fig. 5A and Table S14). As expected, the amount of catalyst allowed to
increase the conversion when using 2-PrOH (15-43%), although far from being synthetically
useful due to the low solubility of the amide in this cosolvent. However, adding 2-Me-THF highly
improved the solubility of 2 and, therefore, the conversion, being quantitative at 10% vol after 6 h
at 40 °C, and allowing to recover the racemic keto amide 4 in 87% yield after extraction and

chromatography purification on a 2 mmol-substrate scale.

NHAC NHAG NHAC
ADH, NAD(P)H 5
—_— —_— . 0
N H,0:cosolvent H,0.2-PrOH (44 W)
40°C.6h o 40°C. 24 h, 220 rpm o4
rac-2 rac-4 Ta
Cosolvent: 2-FrOH and 2-Me-THF KR process with ADH-A favoring the syn-
(>97% of 4 with 2-Me-THF) and evo.1.1.200 the anti-diastereoisomer

Fig. 5. Optimization of the gold-ADH cascade from propargylic amide 2: A) IPrAuNTf>-catalyzed

hydration of rac-2; and B) ADH-catalyzed dynamic asymmetric reduction of keto amide rac-4.
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In this case, the bioreduction using 26 ADHs was not as successful as the one achieved for the
keto ester 3 since only ADH-A and evo.1.1.200 were active under standard conditions (19% and
40%, respectively, Table S15), although gratifyingly with outstanding stereoselection, the syn-

diastereoisomer being favored for ADH-A (75:25) and the anti-isomer for evo.1.1.200 (3:97).

Docking studies

We docked compounds 3 and 4 — both enantiomers in each case — into the structure of ADH-A
from Rhodococcus ruber® using the program AutoDock-Vina*®*’ and the Catalobase platform
(www.innophore.com). For both compounds, the calculations predicted the lowest energy binding
modes to have the carbonyl oxygen atom of the ester or amide moiety bound to the active site zinc,
thereby precluding the reduction of the keto-group. Arguably productive binding modes with the
keto group attached to the metal ion (Fig. 6) had slightly less favorable binding energies. However,
these values were at most 0.7 kcal/mol above the minimum.

In addition to the coordination to zinc, the carbonyl oxygen was hydrogen bonded to Ser-40 in
these structures. The methyl group was located near the indole ring of Trp-295. This amino acid
residue restricts the available space in this active site region and rules out the binding of substrates
with larger substituents. On the other hand, the bulkier phenyl ring occupied a larger pocket created
by residues Phe-43, Val-44, Met-47, Tyr-54, and Leu-119. The ester and amide groups pointed
towards residues Ile-271, Phe-281, Phe-286, and Tyr-294. The distances between the C4 atom of
the nicotinamide and the carbonyl carbon atom of the substrate ranged from 3.1 to 3.4 A, which
was well compatible with hydride transfer to the ketone Re-face. The resulting S-configuration of
the secondary alcohols was consistent with the experimentally determined stereoselectivity of the

enzyme. Regarding the distinction between both ketone enantiomers by the enzyme, the docking
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223 calculations did not provide any clear differences since reasonable binding modes with comparable
224  binding energies were obtained for both enantiomers of compound 3 (Fig. 6A and 6B), which is
225  consistent with the good activities found for both enantiomers. However, the inability of ADH-A
226  to convert amide 4 could unfortunately not readily be explained by these binding modes (Fig. 6C
227 and 6D). Also, the Gibbs free energies for the isodesmic transformations between the 2-
228  propanol/acetone and the alcohol/ketone counterpart were studied to check if the different
229  reactivity of ketones 3 and 4 could be attributed to the thermodynamics of the reactions. Still, in
230 aqueous solution and the gas phase, the free energy differences estimated for all these processes
231  indicated a thermodynamically favored reduction of both ketone substrates (Section XX VI in the

232 ESI).

233
234 Fig. 6. Predicted binding modes of (R)-3 (A), (5)-3 (B), (R)-4 (C), and (S)-4 (D) to the enzyme
235  ADH-A from Rhodococcus ruber. Substrate molecules are shown in dark blue, the nicotinamide

236  cofactor in yellow, and the surrounding amino acid residues in white. The zinc ion is depicted as
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a grey sphere. Interactions are indicated by dashed lines. This figure was generated using the

program PyMOL (https:/pymol.org).

Development of a stereoselective dynamic strategy towards hydroxy amide 7a and the
diamide 8b

Interestingly, quick racemization of the substrate was observed when incubating the enantiopure
(S)-4 at different pH values in a 100 mM Tris HCI buffer (with 2.5% of 2-Me-THF) along the time,
indicating the more acidic character of the benzylic hydrogen in keto amide 4 compared to keto
ester 3. Thus, while at pH 5, negligible racemization was observed, almost racemic 4 was
recovered at higher pHs (7.5-9.5), even after only 1 h at pH 9.5 (Table S16). Although these results
hampered the possibility of accessing all possible diastereoisomers of 7a, a dynamic kinetic
resolution (DKR) can be accomplished, allowing the use of the racemic propargylic amide as
substrate. Using evo.1.1.200 (Table S17), the DKR was analyzed in depth by varying the pH (8.5
and 9.5), temperature (30 and 45 °C), reaction time (24 and 48 h), and amide 4 concentration (15
and 25 mM) leading to a conversion slightly superior to 50% and furnishing both syn- and anti-7
diastereoisomers in enantiopure form (>99% ee), although clearly favoring the formation of the
anti isomer (up to 94:6 ratio). In this particular case, the final acetylation protocol was not
necessary since the migration of the acetyl moiety from the amide towards the alcohol was not
observed, remaining as a stable compound.

All these results encouraged us to explore the chemoenzymatic dynamic strategy towards the
hydroxy amide 7a and the diamide 8b, combining the IPrAuTf>-catalyzed hydration of 2 for 6 h,

and the subsequent addition of an ADH (evo.1.1.200) or a transaminase (ATA-033, selected after

13



259  screening shown on Table S19), and suitable reaction conditions including the dilution of the keto
260  amide intermediate 4 (Table 1).
261  Table 1. IPrAuNTf>-enzyme cascades for the chemoenzymatic synthesis of hydroxy amide

262 (1S.2R)-7a and diacetamide (1S,2R)-8b from racemic propargylic acetamide 2 (100 mM).

NHAc NHAc
S 2 mol%i
H,0:2-Me-THF (9:1 vv) o
rac2 487, 0N rac4
L ———— |

o]
— 9

ATA.033

(1S2Ry8b P sz s 54 230 7 (1S2R)}7a
263 the reaction cude)
Entry | Enzyme® Dilution | T t(h)® | 4 7a or|7a or 8b|eesn eeanti
(mM)® | (C)® (%)° | 8b (%)° | syn:anti (%)* (%)¢
(%)

1 evo.1.1.200 | 15 30 48 [74 [26(7a) | 6:94 99 99
(10) (1R2R) | (15.2R)

2 evo.1.1.200 | 15 30 48 [49 [51(7a) |5:95 >99 >99
(10+5) (1R2R) | (15.2R)

3 evo-1.1.200 | 10 30 48 [33 [67(7a) |5:95 >99 >99
(10+5) (1R2R) | (15.2R)

4 ATA-033 |25 45 24 |4 96 (8b) | 15:85 99 >99
(1R2R) | (1S.2R)

5 ATA-033 |25 45 48 |3 97 (8b) | 25:75 99 >99
(1R2R) | (15.2R)

6 ATA-033 |25 30 48 |3 97 (8b) | 17:83 99 >99
(1R2R) | (18.2R)

7 ATA-033 |15 45 48 |5 95 (8b) | 15:85 99 >99
(1R2R) | (15.2R)

264 * Amount of enzyme in mg per 0.05 mmol of racemic 2.

265 P Reaction conditions for the enzymatic step once the enzyme was added.

266 <P ge of prod and di ic ratios were measured by HPLC analyses (after chemical acetylation for 8b).
267 ¢ Enantiomeric excess values were measured by HPLC analyses (see ESI for further information).

268
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On the one hand, higher conversion values were found when adding the enzyme in portions since
the reduction step stopped at 26% after 48 h when using 10 mg of the ADH for 0.55 mmol of
substrate. However, adding an extra 5 mg of the ADH after 24 h increased the conversion to 51%
(entries 1 and 2). Also, the dilution of the intermediate to 10 mM instead of 15 mM provided a
significant conversion improvement (67%, entry 3). On the other hand, two ATAs formed the
corresponding amino amide (15,2R)-8a (ATA-024 and ATA-033, 99% ee, 19:81 syn:anti ratio,
Table S19), and ATA-033 at pH 9.5 led to 96% conversion and 14:86 dr with complete
enantioselectivity (Table S20), with a high dependence of the amount of the amine donor, since
50 equiv. provided the best conversion (0.1-1.0 M 2-PrNH>, 54-96% after 24 h at 45 °C, Table
S21).

The approach gold-ATA was performed sequentially, the hydration being completed after 6 h,
while the biotransamination could be performed at the same temperature or at 30 °C for additional
48 h after dilution of 4 (25 mM, entries 4-7). Satisfyingly under the optimized conditions, the semi-
preparative transformations allowed the synthesis of the hydroxy amide (1R,25)-7a (95:5 dr, >99%
ee) and the diamide (1R,25)-8b (85:15 dr, 99% ee, after chemical N-acetylation) in 69% and 96%
conversion, with 57% and 77% isolated yield, respectively, after liquid-liquid extraction and
column chromatography. The stereopreference of evo-1.1.200 and ATA-033 allowed us to assign

the absolute configurations of the products (see the ESI for further details).

CONCLUSIONS

The combined use of an N-heterocyclic carbene gold(I) species and enzymes from the alcohol
dehydrogenase and amine transaminase classes has been designed and optimized, starting from
easily accessible materials, to obtain nor(pseudo)ephedrine derivatives in a highly selective

manner (Fig. 7). Firstly, IPrAuNTf> catalyzes the highly regioselective and straightforward
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syntheses of a keto ester and a keto amide intermediate, starting from racemic or enantiopure
propargylic esters or amides, obtained by simple chemical methods, under reaction conditions that
are compatible with the development of one-pot sequential or concurrent chemoenzymatic
cascades. The finding of active and stereoselective enzymes provided stereodivergent access to a
series of protected diol, amino alcohol, or diamine derivatives, the stereodiscrimination being
dependent on the enzyme of choice. Remarkably, using a propargylic ester precursor led to the
formation of all possible four diastereoisomers of the protected diol and amino alcohol following
a concurrent or a sequential approach, respectively, with excellent conversions and

stereoselectivities (Fig. 7 top).

Concurrent Cascads Saquentisl Approach
OAc OAc
70% conv. >99% conv.
92% de e A 73% yield
>03% o0 i (1R2S) 1R, Y 99% de
Oac e Rhac 0% ee
Ohc

87% conv.

>03% oo i (1s: @ ; e (15.25) A

OAc
93% conv. - 5% conv.

a1% pld - evo1.1.200 ATA303 ~ 2% 2o

o ©/\!.1 SR (15.27) e %

6% conv e O 805% conw.

85% yeld . ovod4200 ATA30Y a5 veld

1% de

>93% oe e (1R2R) AR Niae  >%%e0
P NHAC WA ge% con.

~ 7% yeld
70% de
OT. =2

Fig. 7. Sum-up of the gold(I)-enzyme cascades designed to synthesize nor(pseudo)ephedrine

derivatives and analogs.

In the case of the propargylic amide, its racemization under suitable conditions for the gold- and

enzyme-catalyzed steps opened the possibility of performing a one-pot sequential transformation

under dynamic conditions, favoring the formation of one diastereoisomer of the corresponding N-
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protected regiocomplementary amino alcohol or diamine, using either an alcohol dehydrogenase
or an amine transaminase, respectively (Fig. 7 bottom). Overall, a wide panel of
nor(pseudo)ephedrine derivatives and analogs bearing two chiral centers has been achieved in a
straightforward manner taking advantage of the best features of two worlds, gold and enzyme
catalysis, in aqueous medium and under mild reaction conditions, highlighting the tremendous
potential that this combination can provide to the selective synthesis of high-added value

compounds.

METHODS AND PROTOCOLS
Materials and equipment

[1,3-Bis(2,6-diisopropylphenyl)imidazole-2-ylidene] [bis(trifluoromethanesulfonyl) imide]
gold(I) (IPrAuNTf), nicotinamide cofactors NADP™ and NAD™ and all other chemical reagents
for chemoenzymatic transformations were purchased from Sigma-Aldrich. Regarding the
employed enzymes, Candida antarctica lipase type B (CAL-B, Novozyme435%) was donated by
Novozymes, evo-1.1.200 ADH was acquired from Evoxx technologies GmbH, while KREDs and
ATA kits, and GDH-105 (48 U/mg) were obtained from Codexis Inc. LDH (300 U/mg) was
purchased from Sigma-Aldrich. Made in-house alcohol dehydrogenases (ADHs) and amine
transaminases (ATAs) were heterologously expressed in E. coli, and are listed in the ESI. Cascade
reactions were performed in a vial tube [(3 x 4) cm] under orbital stirring unless otherwise
indicated.

NMR spectra were recorded on a Bruker AV300 MHz spectrometer, including 'H, **C, and
9F NMR, as well as monodimensional experiments. All chemical shifts (3) are given in parts per
million (ppm) and referenced to the residual solvent signal as an internal standard. Gas
chromatography (GC) analyses were performed on an Agilent HP6890 GC chromatograph
equipped with a FID detector using an HP-5 column (30 m x 0.32 mm x 0.25 um) for the
determination of conversion values, and a CP-Chirasil-DEX CB (30 m x 0.32 mm x 0.25 um) for
the determination of enantiomeric excess values. High-performance liquid chromatography
(HPLC) analyses were performed on an HP 1100 chromatograph equipped with a VIS-UV detector
for the measurement of enantiomeric excess values.
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Melting points were measured in a Gallenkamp apparatus, introducing the samples in open
capillary tubes and the measurements are uncorrected. IR spectra were recorded on a Jasco FT/IR-
4700 spectrophotometer, and vmax values are given in cm™ for the main absorption bands. High-
resolution mass spectra (HRMS) experiments were carried out by electrospray ionization in
positive mode (ESI") using a Micro Tof Q spectrometer. Thin-layer chromatography (TLC) was
conducted with Merck Silica Gel 60 F254 precoated plates and visualized with a UV lamp, plus
either potassium permanganate, vanillin, or ninhydrin stains. Column chromatographies were
performed using silica gel 60 (230-240 mesh).

General procedure for the gold-catalyzed hydration of propargylic ester 1

Distilled water (400 pL) and IPrAuNTf: were added to a solution of racemic acetate 1 (0.05
mmol, 8.7 mg) in 2-PrOH o 2-Me-THF (100 pL), and the mixture was stirred at 40 °C for 2 or 6
h. Then, the reaction was extracted with EtOAc (3 x 1 mL), and the organic phases were combined,
dried over Na>SOs, filtered, and concentrated under reduced pressure. The conversion was

measured by GC analysis.

General procedure for the gold-catalyzed hydration of propargylic amide 2

Distilled water (400 uL) was added to a solution of racemic amide 2 (0.05 mmol, 8.6 mg) in
2-Me-THF (100 pL). Then, IPrAuNTf: (2 mol%, 0.001 mmol, 1 mg) was added, and the mixture
was stirred at 40 °C for 6 h. After this time, the reaction was extracted with EtOAc (3 x 1 mL), and
the organic phases were combined, dried over Na>SOs, filtered, and concentrated under reduced

pressure. The conversion was measured by 'H-NMR analysis of the reaction crude.

General procedure for the gold-ADH cascade of propargylic ester 1

Distilled water (375 puL) and IPrAuNTf: (3.3 mg, 0.00375 mmol, 7.5 mol%) were added to
a solution of acetate (S)- or (R)-1 (0.05 mmol, 8.7 mg) in 2-PrOH (100 pL). Then, a 20 mM
aqueous solution of NADH (25 pL) and lyophilized cells of E. coli overexpressing ADH-A (18
mg) were successively added. The mixture was stirred (220 rpm) for 24 h at 45 °C, and after this
time, the reaction containing 6a was extracted with EtOAc (4 x 1 mL), combining the organic
layers that were dried over anhydrous Na2SOas and filtered. Then, a small stone of DMAP and three
drops of acetic anhydride were added, and the mixture was stirred for 12 h at 45 °C. After this

time, H>O was added (4 mL), and the mixture was stirred for 20 min. The organic phase was
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separated, dried over Na>SOs, and filtered. The product percentages and diastereomeric ratios were
determined by GC analysis, while enantiomeric excess values were determined by HPLC (see
section XXVII in the ESI).

General procedure for the gold-ATA cascade of propargylic ester 1

The enantiopure acetate (S)- or (R)-1 (0.05 mmol, 8.7 mg) was dissolved in 2-PrOH (50 uL)
inside a glass vial (3 x 4 cm). Distilled water (450 uL) and [PrAuNTf> (1 mg, 0.001 mmol, 2
mol%) were added, and the mixture was stirred at 40 °C for 6 h. Then, a 100 mM phosphate buffer
pH 7.5 (1.5 mL) containing PLP (1 mM) and isopropylamine (250 mM), and E. coli overexpressing
Cv-TA (3 mg) were added. The mixture was stirred for 24 h at 40 °C, and after this time, the
reaction was stopped by adding a 10 M aqueous NaOH solution (250 pL). The mixture was
extracted with EtOAc (3 x | mL), and the organic phases containing 5a were combined, dried over
Na2S04, and filtered. Then, a small stone of DMAP and three drops of acetic anhydride were
added, and the mixture was stirred for 4 h at 40 °C. After that, H-O was added (3 mL), and the
mixture was stirred for 20 min. The organic phase was separated, dried over Na>SOs, and filtered.
The product percentages and diastereomeric ratios were determined by GC analyses, while

enantiomeric excess values were determined by HPLC (see section XXVII in the ESI).

General procedure for the gold-ADH cascade of propargylic amide 2

Distilled H>O (450 pL) and IPrAuNTf> (2 mol%, 0.01 mmol, 1.0 mg) were added to a
solution of racemic acetamide 2 (0.05 mmol, 8.6 mg) in 2-Me-THF (50 pL) inside a (3 x 4 cm)
vial. The mixture was stirred for 6 h at 45 °C, and then a 50 mM buffer TrisHC1 pH 8.5 (3.25 mL),
2-PrOH (1.0 mL), an aqueous 10 mM MgCl> solution (0.5 mL), an aqueous 20 mM NADH
solution (250 pL), and evo-1.1.200 (10 mg) were added. After stirring the reaction for 24 h at 220
rpm and 30 °C, freshly evo-1.1.200 (5 mg) was added. Then the reaction was stirred for additional
24 h at 30 °C and 220 rpm. After this time, the mixture containing 7a was extracted with EtOAc
(4 x 4 mL), the organic phases were combined, dried over anhydrous Na>SOs, filtered and the
solvents were removed under vacuum. The product percentages were measured by GC analysis,
while the enantiomeric and diastereomeric ratios were determined by HPLC (see Section XXVII
in the ESI).

General procedure for the gold-ATA cascade of propargylic amide 2
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Racemic acetamide 2 (0.05 mmol, 8.6 mg) was dissolved in 2-Me-THF (50 uL) inside a (3
X 4 cm) vial. Then, distilled H2O (450 pL) and IPrAuNTf (2 mol%, 0.01 mmol, 1.0 mg) were
successively added, and the mixture was stirred for 6 h at 45 °C. After this time, first a 100 mM
phosphate buffer pH 9.5 (1.5 mL) containing PLP (1 mM) and isopropylamine (1.0 M), and later
ATA-033 (9 mg) were added. After stirring the mixture 24 h at 220 rpm and 45 °C, the reaction
was quenched by addition of an aqueous NaOH 10 M solution (200 pL). The mixture containing
8a was extracted with EtOAc (4 x 3 mL), the organic phases were combined, dried over Na>SO4
and filtered. Then, DMAP and acetic anhydride were added, and the mixture was stirred for 4 h at
40 °C. After this time, H>O was added (2 mL) and the mixture was stirred for 20 min. The organic
phase was separated, dried over Na>SOs4 and filtered. The product percentages were measured by
GC analyses, while the enantiomeric and diastereomeric ratios were calculated by HPLC (see
Section XX VII in the ESI).

Docking calculations

Docking calculations using AutoDock-Vina*+’

and the Catalobase platform
(www.innophore.com) were based on the crystal structure of ADH-A from Rhodococcus ruber
(PDB-entry: 3JV7)*. Polar hydrogen atoms were added to the structure using AutoDockTools,
assuming negatively charged aspartate and glutamate residues and positively charged arginine and
lysine residues. Protonation states of histidine residues were assigned according to possible
interactions with surrounding functional groups. The active site zinc ion is coordinated by Cys-38,
His-62, and Asp-153, and a pseudo atom (atom type TZ) was placed to complete the tetrahedral
coordination of the metal. Substrate carbonyl oxygen atoms (atom type OA) were attracted to this
pseudo atom during docking. The cubic docking box was centered close to the pseudo atom
position and had a side length of 15 A. The exhaustiveness parameter of AutoDock Vina was set

to 32. In all four cases, nine different binding modes were obtained.
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Como conclusiones generales de esta Tesis Doctoral se puede considerar que
se han desarrollado varias metodologias concurrentes y secuenciales para la sintesis
estereoselectiva de diversas familias de compuestos orgéanicos de interés como
alcoholes, aminas, dioles, aminoalcoholes y diaminas. Para ello, se han desarrollado
y optimizado métodos multienzimaticos mediante la combinacion de lacasas y
ADHs (Capitulo 1), o métodos metal-enzima en los Capitulos 2, 3, 4y 5, donde ha
sido clave el acoplamiento de procesos catalizados por especies de oro(l), como el
reagrupamiento de Meyer-Schuster o las reacciones de hidratacién de alquinos, junto
con el empleo de biocatalizadores como ADHs 0 ATA:s.

En el primer capitulo se ha disefiado un proceso multienzimatico secuencial
combinando la accion del sistema lacasa/TEMPO y una ADH para llevar a cabo la
de desracemizacion de varios alcoholes propargilicos. Para ello se ha optimizado
cada una de las etapas, es decir, la reaccion de oxidacion no selectiva y la reaccion
de biorreduccion asimétrica, al igual que el proceso secuencial global para obtener
varios alcoholes propargilicos Opticamente activos. El empleo de ADHs
estereocomplementarias, como la de Ralstonia sp. o la comercial evo-1.1.200, ha
permitido el acceso a ambos enantiomeros de los alcoholes deseados, siendo posible
ademas el escalado de estas reacciones.

En el segundo capitulo se ha descrito el primer ejemplo de un proceso en
cascada concurrente que combina la accién de un catalizador de oro(l) y una ADH.
Para ello se ha identificado a los complejos carbénicos N-heterociclicos como el
IPrAuUNTf, como catalizadores eficientes del reagrupamiento de Meyer-Schuster de
alcoholes propargilicos en medio acuoso. La optimizacién de las condiciones de
reaccion ha permitido el desarrollo de las biorreducciones de las cetonas intermedias
en el propio medio de reaccién. Finalmente, ha sido posible el desarrollo del proceso
global en cascada combinando ambos catalizadores con el fin de transformar
diferentes alcoholes propargilicos racémicos en los alcoholes alilicos B,B-
disustituidos épticamente activos (>92% ee), presentdndose como una metodologia
muy general para la obtencion de ambos enantimeros de los productos en funcion
de la selectividad de la enzima empleada, por ejemplo, la ADH-A proveniente de
Rhodococcus ruber u otras de origen comercial.

En el tercer capitulo se ha extendido el potencial de la reaccion de
reagrupamiento de Meyer-Schuster, transformando en este caso los alcoholes
propargilicos racémicos en aminas alilicas dpticamente activas. Asi, las cetonas a,f3-
insaturadas obtenidas tras el paso catalizado por la especie de oro(l), se han hecho
reaccionar con transaminasas. A tal fin, se han identificado enzimas que permitieran
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conducir a ambos enantiomeros de las aminas alilicas, y se han optimizado ambas
etapas del proceso por separado. Las conversiones moderadas obtenidas al llevar a
cabo el proceso global en cascada, condujo a la optimizacion del proceso de manera
secuencial, mediante la adicion de la isopropilamina y la correspondiente
transaminasa (ArSTA, ATA-024, ATA-251, ATA-260, ArRMutl1TA, ATA-P1-
F03, ATA-238, ATA-033 0 ATA-251) una vez finalizado el primer paso. De esta
manera se han sintetizado ocho aminas alilicas con buenos rendimientos (53-84%) y
excesos enantioméricos (>96%).

Pasando al desarrollo de procesos de hidratacion regioselectivos de
haloalquinos catalizados por especies de oro(l), en el cuarto capitulo se ha
desarrollado una metodologia en cascada para la sintesis de halohidrinas dpticamente
activas. Para ello se ha seleccionado al IPrAuNTf, como catalizador eficiente de la
hidratacion de los haloalquinos de partida, y se ha desarrollado la posterior
biorreduccion asimétrica de las a-halometil cetonas intermedias. Asi, se han
optimizado tanto ambas reacciones por separado como el proceso en cascada,
empleando ADHs de selectividad opuesta, lo cual ha conducido a la preparacion de
una serie de clorohidrinas aromaticas y alifaticas con buenas conversiones (65-86%)
y excelentes excesos enantiomericos (>97% ee). Ademas, se ha llevado a cabo con
éxito una metodologia one-pot para la sintesis de ambos enantiémeros del éxido de
estireno (78-82% conversion, >96% ee), por simple adicién de hidroxido de sodio al
medio de reaccidn tras la finalizacion de los procesos de hidratacion y reduccion,
usando en el ejemplo realizado, o bien la ADH-A o la LbADH.

En el capitulo quinto, se ha descrito la sintesis de derivados de tipo 1,2-diol,
1,2-diaminay 1,2-aminoalcohol de nor(pseudo)efedrina mediante la combinacién de
procesos de hidratacion de un éster o una amida propargilica catalizados por el
IPrAuUNTf,, seguidos de una biotransformacién como una reduccibn o una
transaminacion. La optimizacion del proceso de hidratacion ha sido clave, asi como
la identificacion de enzimas que permitieran modificar selectivamente las
cetoamidas y cetoésteres intermedios. Finalmente se han desarrollado los procesos
concurrentes gue permitieron acceder a cuatro dioles, cinco aminoalcoholes y una
diamina de la familia de la nor(pseudo)efedrina con buenas conversiones (>65%) y
excelentes selectividades (>60% ed, >98% ee).

De esta manera, a lo largo de esta Tesis Doctoral, se ha puesto de manifiesto
la versatilidad sintética de emplear procesos multicataliticos en cascada para la
preparaciéon de compuestos pticamente activos de manera altamente selectiva.
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E.1 Catalizadores, reactivos y disolventes

La lacasa de Trametes versicolor fue adquirida a la casa comercial Sigma-
Aldrich (0.5 U/mg) y ha sido empleada en procesos de oxidacion de alcoholes
propargilicos en el Capitulo 1.

Las alcohol deshidrogenasas utilizadas tienen distintas procedencias, y
dependiendo de su especificidad han sido empleadas en los Capitulos 1, 2, 4y 5. Asi,
se han empleado algunas sobreexpresadas en E. coli BL21, que fueron donadas por
el Prof. Wolfgang Kroutil (Universidad de Graz, Austria) o la Prof. Martina Pohl
(Forschungszentrum Jilich GmbH, Alemania), y otras de fuentes comerciales como
Evoxx Technologies (Alemania) o Codexis Inc. (Estados Unidos).

Entre aquellas sobreexpresadas en E. coli se incluyen RasADH, LbADH,
TeSADH, ADH-T, ADH-A y SyADH. Las células se crecieron en un Erlenmeyer
empleando un medio LB con ampicilina como antibidtico (1 L, 100 mg/L) a 30°C y
120 rpm durante 24 h. A continuacion, se afiadié ampicilina adicional (50 mg/L),
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG, 450 mg/L), y en el caso de la ADH-A,
adicionalmente se afiadié ZnCl, (100 mg/L), incubando la mezcla durante 24 h a 20
°C y 120 rpm. Finalmente, las células fueron centrifugadas, lavadas, y resuspendidas
en una disolucién tampon de fosfato de pH 7.5 y de una concentracién de 50 mM.
En este momento fueron congeladas con nitrogeno liquido vy liofilizadas durante 48
h. Posteriormente, las preparaciones enzimaticas obtenidas se almacenaron a 4 °C
hasta su uso, donde permanecen estables por periodos largos de almacenamiento.

Las alcohol deshidrogenasas comerciales fueron adquiridas a Codexis Inc.
(26 KREDs) como un kit comercial, y la ADH evo-1.1.200 a la casa Evoxx
Technologies GmbH.

283



Parte experimental

De la misma manera, las transaminasas empleadas en los Capitulos 3 y 5,
fueron o bien donadas por el Prof. Wolfgang Kroutil, 0 bien adquiridas de la casa
comercial Codexis Inc. Las transaminasas CvTA, ArSTA, ArRTA, ArRMutll, VITA
y AtTA sobreexpresadas en células de E. coli LB21 fueron crecidas y liofilizadas en
nuestro laboratorio. Para su crecimiento, se empleé un medio LB con ampicilina
como antibidtico (1 L, 120 mg/L) a 37 °C y 120 rpm hasta que la densidad Optica
(ODeoo) del cultivo alcanzara un valor aproximado comprendido entre 0.5y 0.7. En
ese momento se afiadié ampicilina (30 mg/L) e IPTG (120 mg/L). Posteriormente,
el cultivo se incub6 durante 16 h a 20 °C y 120 rpm. Finalmente, las células fueron
centrifugadas, lavadas, y resuspendidas en una disolucién tampén de fosfato de pH
7.5 y de una concentracién de 50 mM, ademas de ser congeladas con nitrégeno
liquido y liofilizadas durante 48 h. Posteriormente, los biocatalizadores obtenidos se
almacenaron a 4 °C permaneciendo estables durante periodos largos de
almacenamiento.

Las transaminasas comerciales fueron adquiridas a Codexis Inc. (28 ATAS),
asi como la glucosa deshidrogenasa GDH-105 (48 U/mg), mientras que la lactato
deshidrogenasa de musculo de conejo (200 U/mg) vy los cofactores [NAD(P)H y
PLP] fueron adquiridos a la casa comercial Merck.

La lipasa de Candida antarctica de tipo B (CAL-B, 7300 PLU/qg)
inmovilizada por adsorcion sobre Lewatit E fue donada por la casa comercial
Novozymes (Dinamarca), y empleada en la resolucién del alcohol y la amina
propargilica racémicos empleados en el Capitulo 5.

Los catalizadores IPrAUNTf;, JohnPosAuNTT; y BrettPhosAuNTf, fueron
adquiridos a Sigma Aldrich, mientras que el resto de los catalizadores de Au(l)
empleados en esta Tesis Doctoral fueron donados por el Prof. Steven P. Nolan de la
Universidad de Gante (Bélgica). Todos los demas reactivos fueron adquiridos a
Sigma Aldrich, Acros Organics o Merck, sin que fueran necesarios tratamientos
previos para su utilizacion.

Los disolventes secos empleados fueron sometidos a un tratamiento previo,
almacenandose bajo atmdsfera de nitrégeno. El TBME, Et,0, tolueno, THF y 2-Me-
THF se secaron sobre sodio empleando benzofenona como indicador, mientras que
el MeCN, MeOH, y CH,CI; se secaron sobre hidruro de calcio.
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E.2 Técnicas de analisis
Cromatografia

Para la cromatografia en capa fina se han empleado placas cromatogréaficas
de gel de silice Merck Silica Gel 60 F254 (0.25 mm de espesor). Como revelador se
utilizaron disoluciones acuosas de KMnO, vainillina o ninhidrina.

Para la cromatografia de columna se emple6 gel de silice 60 (230-240 Mesh)
adquirida a Merck.

Los analisis mediante cromatografia de gases (CG) se llevaron a cabo en un
cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 6890 con nitrégeno como gas portador (14.5
psi), empleando columnas de relleno:

- Aquiral: HP-1, HP-5y DB-1701 (30 m x 0.32 mm x 0.25 mm),
- Quiral: CP-Chirasil-DEX-CB (0.25 m x 0.25 mm 0. 25 pum).

Los analisis mediante HPLC se llevaron a cabo en un cromatografo Hewlett
Packard 1100, con columnas de relleno quiral (25 cm x 4.6 mm x 5 um): Chiracel
OD-H, Chiracel OJ-H, Chiralpak IA y Chiralpak AD-H. La deteccién se efectud
mediante un detector visible de ultravioleta a 210 y 215 nm. Como fase mavil se
emplearon mezclas de n-hexano/2-PrOH con distintos porcentajes.

Espectroscopia infrarroja (IR)

Los espectros de infrarrojo se registraron en un espectrometro Jasco FT/IR-
4700. Las bandas de tension se indican en valores de v maxima expresados en cm™.

Puntos de fusion

Los puntos de fusién se han llevado a cabo en un aparato Gallenkanp en
tubos capilares abiertos, y por ello sus valores no se encuentran corregidos.

Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

Los experimentos de espectrometria de masas exactas se han realizado en un
espectrometro BrukerMicroTofQ empleando técnicas de ionizacidn por electrospray
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(ESI" 0 ESIY), o impacto electrénico (EI*). Los valores se refieren a unidades de masa
atomica (uma).

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear monodimensionales de *H-
RMN, 2C-RMN, F-RMN vy la secuencia de pulsos DEPT, asi como los
experimentos bidimensionales de NOESY y HMBC, han sido realizados con
espectrometros Bruker AV-300 (300.13 MHz para 'H, 272 MHz para '°F, y 75.5
para *C). Los desplazamientos quimicos se dan en valores de & en partes por millon
(ppm) y las constantes de acoplamientos en Hertzios (Hz), habiendo sido calibrados
en base a la sefial del disolvente residual no deuterado.

Rotacion dptica especifica

Para las medidas de las rotaciones oOpticas especificas se ha empleado un
polarimetro Perkin-Elmer 241. Los valores obtenidos se expresan en unidades 10
cm? x grado x g,

E.3 Procedimientos experimentales y caracterizacion de
compuestos organicos

Los procedimientos experimentales y caracterizacion de los compuestos
organicos desarrollados en esta Tesis Doctoral se encuentran recogidos en las partes

experimentales y/o materiales suplementarios de los cinco articulos que constituyen
esta Tesis Doctoral presentada como compendio de publicaciones.
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