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preparacién de un precursor del farmaco levofloxacino.

Por ultimo, el Bloque III se centra en el empleo de transaminasas, un tipo de
biocatalizadores cuyo potencial estd siendo ampliamente desarrollado en los
altimos afios. En el Capitulo 5 se consideran dos familias de piridinas halogenadas
para la sintesis de las correspondientes aminas enantiopuras, lo que ocurre con
excelentes conversiones y estereoselectividades. Ademas, se llevan a cabo estudios

de actividad en relacidén con variaciones en la estructura de las piridinas.

Algunos de estos resultados han sido publicados en los siguientes articulos:

“Use of protease from Bacillus licheniformis as promiscuous catalyst for
organic synthesis. Applications in C-C and C-N bond formation reactions.”
M. Lépez-Iglesias, E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, Adv. Synth.
Catal 2011, 3563, 2345-2353.

Stereoselective synthesis of 2 3-disubstituted indoline diastereoisomers by
chemoenzymatic processes. M. Lopez-Iglesias, E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-
Fernandez, J. Org. Chem. 2012, 77, 8049-8055.

“Chemoenzymatic Asymmetric Synthesis of 1,4-Benzoxazine Derivatives:
Application in the Synthesis of a Levofloxacin Precursor’ M. Lopez-Iglesias,
E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, /. Org. Chem. 2015, 80. 3815-3824.

RESUMEN (en inglés)

Nowadays, Biocatalysis plays a relevant role in the development of sustainable and
selective chemical processes, with interesting application in the academia and
industry. In this PhD Thesis, we have taken full advantages of using enzymes for
synthetic purposes, dividing its contents in three differentiated sections.

In the Section I the reactivity of protease of Bacillus licheniformis has been studied
for non conventional processes such as C-C and C-N bond formation reactions.
Several parameters have been analyzed for each reaction type (aldol addition,
Henry, Bayllis-Hillman, Mannich or aza-Michael) searching for the optimal
conditions. The action of the active site is confirmed by denaturation and inhibition

control experiments.

In the Section II different chemoenzymatic routes are developed for the
preparation of optical active nitrogenated heterocycles. This part is divided in three
chapters depending on the considered structure. In Chapter 2 indole syntheses and

their diastereoselective hydrogenation are combined to latter perform enzymatic




. . . . (] .
Vicerrectorado de Internacionalizacion Ca ) I

y Postgrado KSTURIAS

CAKPUS DE EXCELENCIA
INTERNACIONAL

Universidad de Oviedo e

kinetic resolution for the preparation of a family of enantioenriched indolines.
Chapter 3 emerges as a research collaboration with Zaragoza’s University, aiming
the synthesis and enzymatic kinetic resolution of two kind of phosphorylated
indolines. In Chapter 4 four chemoenzymatic routs for enantiopure benzoxazines
synthesis are proposed. Thus, lipases are employed in both hydrolysis and
acylation reactions of nitro acetates and nitro alcohols, respectively;
oxidoreductases in nitro alcohols bioreduction; and transaminases in the
transamination of brominated ketones. Of special interest is the application of the
so-obtained intermediates in the synthesis of a levofloxacin precursor.

Finally, Section III deals with the use of transaminases, class of biocatalysts that
have attracted great attention in recent years. In Chapter 5 two halogenated
pyridine families are considered for the corresponding enantiopure amines
synthesis. Besides, a comparative study has been carried out in relation with

variations in the pyridine core.

Part of the results obtained along this PhD Thesis have been published in:

- “Use of protease from Bacillus licheniformis as promiscuous catalyst for
organic synthesis. Applications in C-C and C-N bond formation reactions.”
M. Loépez-Iglesias, E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, Adv. Synth.
Catal 2011, 3563, 2345-2353.

Stereoselective synthesis of 2,3-disubstituted indoline diastereoisomers by
chemoenzymatic processes. M. Lopez-Iglesias, E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-
Fernandez, J. Org. Chem. 2012, 77, 8049-8055.

“Chemoenzymatic Asymmetric Synthesis of 1,4-Benzoxazine Derivatives:
Application in the Synthesis of a Levofloxacin Precursor’ M. Lopez-Iglesias,
E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, /. Org. Chem. 2015, 80, 3815-3824.
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Abreviaturas y Acronimos

[a] Rotacién especifica

AG Diferencia de energia libre de Gibbs

() Desplazamiento quimico

pL Microlitros

v Frecuencia

Ac Acetilo

Ac20 Anhidrido acético

ADH Alcohol deshidrogenasa

ADH-A Alcohol deshidrogenasa de Rhodococcus ruber
ADH-CP Alcohol deshidrogenasa de Candida parapsilosis
ADH-LB Alcohol deshidrogenasa de Lactobacillus brevis
ADH-LK Alcohol deshidrogenasa de Lactobacillus kefir
AcOEt Acetato de etilo

AcOVin Acetato de vinilo

AlaDH Alanina deshidrogenasa

AMP Proteasa de Aspergillus melleus

AnGA Glucoamilasa de Aspergillus niger

APCI Tonizaciéon quimica a presiéon atmosférica

API Intermedio farmacéutico activo (del inglés, active

pharmaceutical ingredient)

Ar Arilo

Asn Aspargina

Asp Acido aspartico

At Aspergillus terreus

ATP Adenosina-5-trifosfato

AUAP Proteasa acida de Aspergillus usamii

BBE Enzima del puente de la berberina (del inglés,
berberine bridge enzyme)

BINAP 2,2’-bis(difenilfosfino)-1,1-binaftilo

BLAP Proteasa de Bacillus licheniformis

Bn Bencilo

BNPPA 1,1-binaftaleno-2,2-diil-hidrogenofosfato

Boc tert-Butoxicarbonilo

BPL Lipasa de pancreas bovino



Abreviaturas y Acronimos

BSA
Bu
BuLi
BY

°C

c
CAL-A
CAL-B
Cbz
CLEA

cm

CRL

ddd
DEAD
DEPT

DES
DKR
DIBAL-H
dquint

DMAP
DMF

Albtmina de suero bovino

Butilo

Butil litio

Levadura de panaderia (del inglés, baker’s yeast)
Grado(s) Celsius

Conversiéon

Lipasa de Candida antarctica de tipo A

Lipasa de Candida antarctica de tipo B
Benciloxicarbonilo

Agregados de enzimas por entrecruzamiento (del
inglés, cross-linked enzyme aggregates)
Centimetros

Lipasa de Candida rugosa

Cromatografia de Gases

Chromobacterium violaceum

Ciclohexilo

Cisteina

Doblete

Dicroismo circular

Doble doblete

Doble doblete de dobletes

Azodicarboxilato de dietilo

Aumento de distorsion por transferencia de
polarizacién (del inglés, distorsion enhancement by
polarization transfer)

Disolventes eutécticos profundos (del inglés, deep
eutectic solvents)

Resolucién cinética dindmica (del inglés, dinamic
kinetic resolution)

Hidruro de diisobutilaluminio

Doble quintuplete

Dimetilaminopiridina

(V, N)-dimetilformamida



Abreviaturas y Acronimos

DMSO
dt

=

ed

ee

ees

ecp
ESI+
Et
equiv
FAD
FDH
G6P
G6PDH
GDH
GP
His
HPLC

HRMS

Dimetilsulf6xido

Doble triplete

Clasificacién enzimatica

Enzima

Razon enantiomérica o enantioselectividad
Energia de activacion

Exceso diastereomérico

Exceso enantiomérico

Exceso enantiomérico de sustrato

Exceso enantiomérico de producto

Tonizacién por electrospray

Etilo

Equivalente(s)

Flavina adenina dinucleétido

Formiato deshidrogenasa

Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Glucosa deshidrogenasa

Grupo Protector

Histidina

Cromatografia liquida de alta resolucién (del
inglés, high performance liquid chromatography)
Espectrometria de masas de alta resolucién (del
inglés, high resolution mass spectrometry)
Horas

Hertzios

Liquido iénico (del inglés, jonic liquid)
Intermedio tetraédrico

Constante de acoplamiento

Constante de Michaelis Menten

Resolucién cinética (del inglés, kinetic resolution)
Lactato deshidrogenasa

Molar

Multiplete



Abreviaturas y Acronimos

MBH Morita-Baylis-Hillman

Me Metilo

MeCN Acetonitrilo

mg Miligramo(s)

min Minuto(s)

mL Mililitro(s)

mmol Milimol(es)

MW Microondas (del inglés, microwaves)

MTPA-C1 Cloruro de (S)-(+)-a-metoxi-a-
trifluorometilfenilacetilo

NADH) Dinucleétido de nicotinamida-adenina

NBS N-Bromosuccinimida

P Producto

PDC Piruvato descarboxilasa

PF Punto de fusién

Ph Fenilo

PLE Esterasa de higado de cerdo (del inglés, pig liver
esterase)

PLP Piridoxal-5"-fosfato

PPL Lipasa de pancreas porcino

ppm Partes por millén

PQQ Pirroloquinolina quinona

Pr Propilo

PSL Lipasa de Pseudomonas cepacia

py Piridina

q Cuatriplete

rdto Rendimiento

RML Lipasa de Rhizomucor miehei

RMN Resonancia magnética nuclear

S Sustrato

S Singulete

sa Singulete ancho



Abreviaturas y Acronimos

SED

Ser
SGP
SIDA
t.a.
TA
TBME
TFA
THF
TLC

TLL

R

Tris -HCI
Ts

Uv

Vf

VIH

Desimetrizacién enzimatica estereoselectiva (del

inglés, stereoselective enzymatic
desymmetrization)
Serina

Proteasa de Streptomyces griseus

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Temperatura ambiente

Transaminasa

tert-Butil metil éter

Acido trifluoroacético

Tetrahidrofurano

Cromatografia de capa fina (del inglés, thin layer
chromatography)

Lipasa de Thermomyces lanuginose

Tiempo de retencién

Hidrocloruro de tris(hidroximetil)aminometano
Tosilo (4-metilbenceno-1-sulfonilo)

Ultravioleta

Vibrio fluvialis

Virus de inmunodeficiencia humana
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Introduccion

En la introduccion general de esta Tesis Doctoral se ubicara el
papel que la Biocatalisis desempena en la actualidad dentro del marco
de la Quimica Sostenible y sus principales caracteristicas.
Posteriormente, se desglosaran los cinco capitulos agrupados en tres

bloques, en los que se consideraran diversos procesos biocataliticos.

0.1. Quimica Sostenible y Biocatalisis

Histéricamente, el éxito de un proceso quimico era evaluado casi
exclusivamente en funcién del rendimiento del producto obtenido y los
costes derivados de la transformacién. Sin embargo, la critica situacién
medioambiental actual ha sido el detonante para la creacién de una
tendencia que promueva el desarrollo de procesos sintéticos en
condiciones benignas con el medio. Esta nueva disciplina, que afecta
tanto a la industria farmacéutica como a la industria quimica, se
denomina Quimica Verde o Quimica Sostenible y engloba una serie de
principios que han sido recogidos intencionadamente bajo el término

inglés productively (de manera productiva, Tabla 1).1

Tabla 1. Doce principios de la Quimica Verde.

P Prevent wastes Minimizar residuos
R Renewable materials Empleo de materiales renovables
(0] Omit derivatization steps Evitar pasos de proteccidén/desproteccion
D Degradable chemical products Uso de productos quimicos degradables
U Use safe synthetic methods Minimizar la peligrosidad del proceso
C Catalytic reagents Uso de catalizadores
T Temperature, pressure ambient Condiciones suaves de reaccion
| In-process monitoring Anadlisis en tiempo real
\' Very few auxiliary substances Minimizar el uso de auxiliares

. , Procesos eficaces,
E E-factor, maximise feed in product E-factor = Residuos(kg)/Producto(kg)
L Low toxicity of chemical products Sintetizar productos de baja toxicidad
Y Yes, it is safe Quimica segura

1 P. Anastas, N. Eghbali, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 301-312.
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En este contexto, la Biocatdlisis, definida como el empleo de
sistemas bioldgicos para llevar a cabo transformaciones quimicas, es,
cada vez mas, un referente de los procesos que operan en consonancia
con los principios de la sostenibilidad. De hecho, las enzimas han
evolucionado de forma natural para llevar a cabo las reacciones en
condiciones suaves de reaccién, eludiendo las elevadas temperaturas y
presiones que son muchas veces necesarias para otros catalizadores vy,
por tanto, disminuyendo de forma significativa el gasto energético. Asi
pues, las condiciones en las que trabajan las enzimas se sitian en el
marco de la Quimica Sostenible, pero mas aun, lo que prevalece después
del proceso enzimatico también contribuye a la sostenibilidad, ya que
estos Dbiocatalizadores ofrecen wuna inherente biodegradabilidad,
evitando el impacto negativo debido a la acumulacién de metales

pesados u otro tipo de residuos toxicos.

Ademaéas de las ventajas medioambientales, la aportacion mas
caracteristica de la Biocatalisis es su capacidad para catalizar procesos
de forma regio-, quimio- y estereoselectiva. Esta excepcional habilidad
ha sido, sin duda, determinante para la aplicacibn de las
biotransformaciones en sintesis organica.? Asi, la superficie de contacto
entre una enzima y un sustrato permite controlar la uniéon de tal
manera que sélo un area (regiocontrol) y una cara (estereocontrol) del
sustrato se sitian en la posicién adecuada para la catalisis. Como
resultado, en un sustrato en el que se encuentran presentes varios
grupos con reactividad similar solo estara favorecida la conversiéon de
uno de ellos (quimioselectividad).? La estricta selectividad puede ser
fuente de desventajas en algin caso, en particular para aquellas
enzimas que aceptan un tipo de sustratos muy especifico. No obstante,

se han desarrollado distintas técnicas para subsanar tal limitacién.

2 g) T. Hudlicky, J. W. Reed, Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 3117-3132; b) S. Friedrich, F.
Hahn, Tetrahedron 2015, 71, 1473-1508; c¢) H. Lechner, D. Pressnitz, W. Kroutil,
Biotechnol. Adv. 2015, doi:10.1016/j.biotechadv.2015.01.012; d) L. E. Iglesias, E. S.
Lewkowicz, R. Medici, P. Bianchi, A. M. Iribarren, Biotechnol. Adv. 2015, doi:
10.1016/j.biotechadv.2015.03.009.

3 C. M. Clouthier, J. N. Pelletier, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 1585-1605.
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Todas estas particularidades conllevan un gran esfuerzo invertido
en el disefio de procesos que cumplan con los intereses de los
investigadores en la obtencion de nuevos productos de calidad, con la
demanda industrial hacia una eficiencia mejorada y, por ultimo, con las
presiones gubernamentales y sociales para el uso de tecnologias verdes.
Para una correcta estructuracién del proceso, el primer elemento que
debe valorarse es la eleccién del tipo de biocatalizador, lo que depende
de varios factores como el tipo de reaccion, la necesidad de utilizar
cofactores y la escala a la que se pretende realizar el proceso. Por
ejemplo, mediante el uso de microorganismos o células enteras es
posible evitar etapas de produccién y purificacién que son laboriosas,
costosas y necesarias en el caso de utilizar enzimas aisladas. Ademas,
dentro de la célula la enzima actiia en su ambiente natural, lo que
maximiza su actividad a la vez que la protege de factores ambientales
que podrian degradarla. Otra importante ventaja, en caso de requerir
un cofactor el proceso, es que éstos se encuentran integrados dentro del
microorganismo o la célula, lo que disminuye el gasto econémico global
de la Dbiotransformacién. En contrapartida, la presencia de otras
enzimas dentro de una misma célula puede dar lugar a reacciones
indeseadas, generando mezclas de productos, en cuyo caso las enzimas
aisladas serian una mejor opcién. Lo mismo ocurre en procesos en los
que el sustrato, producto o ambos no sean adecuados para atravesar la
membrana celular, o bien sean toxicos para la célula. Otras ventajas
asociadas con el uso de enzimas aisladas son la mejora en la selectividad
del proceso, mayor facilidad para el control de la reaccién y un aumento
de la tolerancia a la concentraciéon. Recientemente, el uso de células
enteras con enzimas superficiales ha permitido vencer algunas de las
limitaciones observadas en biocatalizadores convencionales, ya sean

células enteras o enzimas aisladas.4

4 J. Schiitirmann, P. Quehl, G. Festel, J. Jose, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2014, 98,
8031-8046.
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0.1.1. Pasado, Presente y Futuro de la Biocatalisis

En un contexto histérico, la aplicacion de la Biocatalisis se remonta
a milenios atras, bajo la forma en la que se controlaba la fermentacién
para la preparacion del etanol y, méas adelante, en procesos de
fabricacién del pan y desarrollo de productos lacteos. En esta ciencia
naciente convertida en saber popular se hacia uso de células enteras,
donde bacterias y levaduras componian la fuente de la que eran
obtenidos los biocatalizadores.

El pasado siglo trajo consigo innumerables avances en la quimica
convencional, donde la imponente evolucién de los catalizadores clasicos
derivd en procesos sintéticos robustos, eficientes y altamente selectivos.
Paralelamente, la Biocatalisis quedé relegada a un segundo plano hasta
mediados del siglo XX, cuando los primeros estudios bioquimicos de
caracterizacién sacaron de su letargo al poder catalitico de las enzimas,
estableciéndose las primeras estructuras proteicas y comenzando un

desarrollo exponencial de los procesos biocataliticos.?

Durante esas primeras etapas de la Biocatalisis actual, la mayoria
de las enzimas aisladas tenian su origen en tejidos de plantas o en
6rganos de animales, si bien en poco tiempo se observdé un cambio de
tendencia hacia la obtencién de enzimas de fuentes microbianas.
Actualmente, el uso de microorganismos como fuente tanto de células
enteras como de enzimas aisladas ha permitido el desarrollo de nuevos
biocatalizadores con distintivas actividades, algo que ocupa una parte

importante de la investigacién en este campo.?

El funcionamiento de las enzimas y su capacidad para acelerar
reacciones llevandolas a velocidades de hasta 1020 veces por encima del
proceso en ausencia de catalizador sigue siendo un reto por entender en
algunos casos, si bien en los ultimos afos la comunidad investigadora
ha realizado grandes progresos en esta direccién, habiendo sido

definidos los mecanismos de diversos procesos biocataliticos. Sin

5G. Yang, Y. Ding, Bioorg. Med. Chem. 2014, 22, 5604-5612.
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embargo, aunque el centro activo de cada enzima haya sido disefiado
originariamente para desempefiar una funcién concreta, su operatividad
puede abarcar diversas areas. Esta habilidad puede ser desarrollada a
través de la catalisis de procesos no convencionales, en lo que se conoce
como promiscuidad catalitica® que se discutira con detalle mas
adelante; pero también las cepas naturales de las enzimas pueden ser
modificadas creando nuevos y mejorados biocatalizadores.” Las
mutaciones en la secuencia de aminoacidos pueden ser introducidas

mediante dos técnicas basicas: el disefio racional y la evolucién dirigida.

El disefio racional conlleva la alteracion de un aminoacido especifico
produciendo un cambio en la selectividad de la enzima, mientras que en
la evolucién dirigida se generan librerias de catalizadores modificados a
través de la mutaciéon aleatoria y posterior seleccion de aquellas
mutantes que posean caracteristicas especificas para un criterio
concreto. En este contexto, muchas son las ventajas que han sido
alcanzadas a escala de laboratorio y muchos los procesos disenados para
paliar distintas necesidades, si bien la integracién de una gran parte de
esos procesos a un nivel industrial se encuentra todavia en un estadio
de desarrollo. No obstante, cada vez mas investigadores han ido
tomando conciencia del potencial biocatalitico, algo reflejado en las

estadisticas de busqueda de distintas bases de datos (Figura 1).8

6 a) Y. Miao, M. Rahimi, E. M. Geertsema, G. J. Poelarends, Curr. Opin. Chem. Biol.
2015, 25, 115-123; b) C. Pandya, J. D. Farelli, D. Dunaway-Mariano, K. N. Allen, J. Biol
Chem. 2014, 289, 30229-30236.

7 a) Y. Li, P. C. Cirino, Biotechnol. Bioeng. 2014, 111, 1273-1287; b) K. B. Otte, B.
Hauer, Curr. Opin. Biotechnol. 2015, 35, 16-22; ¢) U. T. Bornscheuer, G. W. Huisman, R.
J. Kazlauskas, S. Lutz, J. C. Moore, K. Robins, Nature 2012, 485, 185-194; d) H. Renata,
Z.d. Wang, F. H. Arnold, Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 3351-3367.

8 H.-J. Federsel, Green Chem. 2013, 15, 3105-3115.
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Busqueda: “Biocatalysis” Busqueda: “Industrial Biocatalysis”
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Figura 1. Bisquedas realizadas en la base de datos Scifinder (hasta octubre de
2011) en las que se refleja el creciente interés de la comunidad investigadora
por la Biocatalisis (izquierda) y, en los tltimos afios en particular, por su
aplicacién industrial.

0.1.2. Clasificacién Enzimatica

La asignaciéon de una tunica funcién que permita establecer una
clasificacién enzimatica no es una tarea facil debido a la gran diversidad
de reacciones biocataliticas que tienen lugar en la naturaleza.
Tradicionalmente, la funcionalidad de cada enzima resultaba tan clara
como lo era el proceso que habia llevado a su descubrimiento. A partir
de mediados del siglo pasado el numero de enzimas identificado se habia
incrementado hasta el punto de evidenciar la necesidad de realizar una
agrupacion que permitiese una visién conjunta de estas funcionalidades.
Como resultado, las enzimas se clasifican actualmente en seis
categorias, en funcién del tipo de reaccién que catalizan (Figura 2).° Los
nimeros de clasificacién enzimatica (EC) siguen un sistema jerarquico
que puede ser ejemplificado con un caso particular. Asi, la proteasa
tripéptido aminopeptidasa con ntimero EC 3.4.11.4 es una hidrolasa (EC
3) que actiia sobre los enlaces peptidicos (EC 3.4) y provoca la escisién
de los aminodcidos del extremo amino (EC 3.4.11), empleando
tripéptidos como sustratos (EC 3.4.11.4).

9 W. Aehle, J. Eck, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Gréger,
0. May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 67-87.
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Oxidacién de alcoholes, dobles
enlaces o cetonas; reduccion
de dobles enlaces o cetonas

EC-2 Transferencia de grupos acilo,
Transferasas fosforilo, glicosilo 0 amino
Hidrdlisis de ésteres,
péptidos, glicéridos
- Adicién a enlaces multiples
EC-5 Isomerizacion de olefinas,
|Isomerasas racemizacion

Formacion de enlaces C-0,
C-N,C-S, C-P

Deshidrogenasas; oxidasas;
peroxidasas; reductasas;
monooxigenasas; dioxigenasas

Ci-transferasas; glicosiltransferasas;
aminotransferasas;
fosfotransferasas

Esterasas; glicosidasas;
peptidasas; amidasas

C-Cliasas; C-O liasas; C-N
liasas; C-S liasas

Epimerasas; cis-trans isomerasas;
transferasas intramoleculares

C-Cligasas; C-O ligasas; C-N
ligasas; C-S ligasas

Figura 2. Clasificacién de las enzimas en funcién de la reaccién que catalizan.
De izquierda a derecha: clase, tipo de reaccién, subclases importantes.

En lo que respecta a aplicaciones sintéticas, practicamente todas las

clases de enzimas han desarrollado, en mayor o menor medida, un
importante papel en quimica organica. Como salvedad podrian
considerarse las ligasas pertenecientes a la clase EC 6, cuya
dependencia del cofactor ATP ha limitado su aplicacién por no
encontrarse disponible atn una metodologia eficiente para la

regeneracion del mismo.

A pesar de ser la clasificacibn mas exacta que existe en
concordancia con las funciones enzimaticas, no debe olvidarse que, como
se ha comentado anteriormente, la catalisis de procesos no
convencionales a través de la promiscuidad catalitica y el disefio de
nuevos biocatalizadores por medio de la evolucién dirigida han
expandido la capacidad de actuacion de las enzimas hasta una

complejidad dificil de abarcar en un tnico criterio de clasificacion.

0.1.3. Medio de Reaccién

Un factor que ha contribuido a la expansién del potencial de

aplicacién de las enzimas es su capacidad para trabajar tanto en medios
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acuosos como organicos.'® Por una parte, la posibilidad de desarrollar
procesos biocataliticos en disolventes organicos facilita la preparacion
de diversos productos de interés industrial que presentan escasa
solubilidad en agua. Desde un punto de vista biotecnolégico, los
sistemas organicos presentan una serie de ventajas frente a los
convencionales medios acuosos, como son el incremento en la actividad,
selectividad y, consecuentemente, rendimiento de los procesos, la mayor
solubilidad del sustrato, la sencillez de recuperacién de los productos,
especialmente con enzimas inmovilizadas, y la facilidad para desplazar
el equilibrio hacia la direccién sintética, minimizando las reacciones
laterales. La baja solubilidad enzimatica en estos disolventes hace
decrecer las pérdidas enzimaticas por desorcion del material de soporte,
lo que hace posible aplicar técnicas de inmovilizacién, de las que se
hablara mas adelante. En cualquier caso, la presencia de agua no es
trivial, y no debe olvidarse que las enzimas necesitan retener una
pequena cantidad para mantener su estructura tridimensional y
proporcionar las interacciones hidrofobicas entre los residuos polares
que, de otra manera, podrian dar lugar a conformaciones incorrectas.
No obstante, esta agua esencial puede estar integrada en la propia
estructura enzimatica, y el hecho de que sea una cantidad minima es
algo beneficioso, ya que provoca una mayor rigidez que puede evitar

problemas de desnaturalizacion.

Por otra parte, en los dltimos afos se ha experimentado un interés
creciente por los procesos enzimaticos en los que se potencia el uso del
agua como medio de reaccion, mas acorde con los principios de la
sostenibilidad.!! Ademas de su nula toxicidad y bajo coste, el agua es el
medio natural de las enzimas, por lo que es posible desarrollar
reacciones en agua con todos los biocatalizadores disponibles. El
problema de la solubilidad de los sustratos ha sido amortiguado en
muchos de los casos gracias al empleo de cosolventes. Asi, aunque con

mayores limitaciones, la ingenieria del medio representa una

10 A, Zaks, A. M. Klibanov, Science 1984, 224, 1249-1251.
11 H. Groger, W. Hummel, Curr. Opin. Chem. Biol. 2014, 19, 171-179.
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alternativa mas sencilla para alterar el comportamiento enzimatico

frente a las técnicas de mutacidn.

De hecho, la diversidad es tal que es posible adaptar la eleccién del
medio de reaccién a la necesidad del proceso, especialmente cuando se
utilizan células enteras, que son lo suficientemente robustas para
trabajar en medio acuoso, incluir cosolventes o aceptar medios bifasicos.
En este sentido, la busqueda de las condiciones mas favorables ha dado
lugar a la creaciéon de nuevos sistemas de reaccién en los que se tienen
en cuenta factores tanto de productividad como medioambientales.!2
Entre ellos, destaca el uso de liquidos iénicos (ionic liquids, IL), fluidos
supercriticos!® o mezclas eutécticas (deep eutectic solvents, DES).14
Posiblemente los mas estudiados hasta la fecha sean los ILs, que
normalmente estdn compuestos por un catién organico como imidazolio,
pirrolidinio, piridinio, amonio, guanidinio, etc, y un anién inorganico
como haluros, tetrafluoroborato, hexafluorofosfato, etc.!> Por tanto, son
sales y, normalmente, liquidos viscosos que se caracterizan por
presentar propiedades Unicas como una baja presién de vapor, un
excepcional potencial de solvatacién, no son inflamables y tienen una
elevada estabilidad quimica y térmica. Los ILs tienen capacidad para
actuar como buenos disolventes, pudiendo reemplazar disolventes

organicos tanto para sustratos no polares como hidrofébicos.

12 3) G. Sumbita, Res. J. Chem. Sci. 2014, 4, 103-116; b) M. J. Hernaiz, A. R. Alcantara,
J. I. Garcia, J. V. Sinisterra, Chem. Eur. J. 2010, 16, 9422-9437.

13 Z. J. Dijkstra, R. Merchant, J. T. F. Keurentjes, /. Supercrit. Fluids 2007, 41, 102-108.
14 a) A. P. Abbott, G. Capper, D. L. Davies, R. K. Rasheed, V. Tambyrajah, Chem.
Commun. 2003, 70-71; b) P. Dominguez de Maria, Environmentally Friendly Syntheses
Using Ionic Liquids, Eds. J. Dupont, T. Itoh, P. Lozano, S. Malhotra, Taylor & Francis
Group, 2015, pp. 67-86.

15 3) W.-W. Gao, F.-X. Zhang, G.-X. Zhang, C.-H. Zhou, Biochem. Eng. J. 2015, 99, 67-84;
b) J. V. Rodrigues, D. Ruivo, A. Rodriguez, F. J. Deive, J. M. S. S. Esperanca, I. M.
Marrucho, C. M. Gomes, L. P. N. Rebelo, Green Chem. 2014, 16, 4520-4523; ¢) S. P. M.
Ventura, L. D. F. Santos, J. A. Saraiva, J. A. P. Coutinho, Green Chem. 2012, 14, 1620-
1625.
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0.2. Inmovilizacién Enziméatica

A lo largo de esta introduccién se han venido destacando ciertas
cualidades que sitiian a las enzimas como catalizadores privilegiados.
Sin embargo, la estabilidad no es su mejor caracteristica, lo cual puede
suponer un obstaculo para posibles aplicaciones industriales. Por ello,
existen distintas estrategias para avanzar hacia la obtencién de
biocatalizadores mas estables, siendo éste el objetivo principal que
pretende proporcionar la inmovilizacién, no solo para su uso sino
también para su almacenaje. Ademds, esta técnica permite una
reduccién del coste global del proceso gracias a la posibilidad de
reutilizacién del biocatalizador, siempre y cuando éste sea capaz de

mantener su actividad durante varios ciclos de reaccion.16

Entre otras ventajas, la mayor rigidez estructural hace a las
enzimas inmovilizadas mas resistentes a distintos aspectos de su
entorno en el sentido, por ejemplo, de experimentar una mayor
tolerancia al pH, a cambios en la temperatura o de mejorar su actividad
en disolventes organicos. Desde un punto de vista practico, la
inmovilizacién facilita también el manejo de los biocatalizadores, tanto
para la puesta a punto de una reaccién por tratarse de sélidos, como
para su separacién del medio de reaccién, lo que es posible hacer por
simple filtracién, evitando ademds la contaminacién del producto.
Mediante el uso de esta técnica, la selectividad de un proceso es
potencialmente modulable gracias a ciertas distorsiones que pueden
incluso cambiar la estructura secundaria de la enzima, si bien existe
también la posibilidad de que dichas modificaciones provoquen la
desnaturalizacion o pérdida de la actividad enzimatica.'”

El material sobre el que se inmoviliza la enzima suele ser inerte y,

aunque facilite la separacién fisica del medio de reaccion, debe ser

16 R. A. Sheldon, A. van Pelt, Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 6223-6235.

17 a) J. M. Palomo, Curr. Org. Synth. 2009, 6, 1-14; b) R. C. Rodrigues, C. Ortiz, A.
Berenguer-Murcia, R. Torres, R. Fernandez-Lafuente, Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 6290-
6307; ¢) F. Secundo, Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 6250-6261.
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permeable a todas las especies moleculares reactantes. En este contexto,
existen diferentes metodologias de inmovilizacién, que, basicamente, se
dividen en tres categorias: enlace a un soporte, encapsulamiento y
entrecruzamiento (Figura 3).16.18

(@
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Figura 3. Diferentes metodologias para la inmovilizacién enzimética:
(a) adsorcién; (b) unién covalente; (c) atrapamiento en geles poliméricos; (d)
encapsulamiento en membranas; (e) entrecruzamiento.

La unién a un soporte puede ser de naturaleza fisica, por adsorcién
a la superficie del mismo mediante interacciones débiles que minimizan
la pérdida de actividad (Figura 3a), iénica o covalente. Esta tltima
ocurre generalmente a través de grupos amino o carboxilato, siendo una
union irreversible, lo que evita una posible desorcion de la superficie
(Figura 3b). Por su parte, el soporte, puede ser tanto biolégico
(polimeros naturales o resinas), como sintético (organicos e inorganicos,

como silicas o zeolitas).

El encapsulamiento se da por la inclusién de la enzima en una red,
tipicamente en matrices poliméricas organicas o inorganicas en las que
el sustrato puede acceder, reaccionar y ser expulsado (Figura 3c), pero

también membranas impermeables para otras enzimas |y

18 S, Datta, L. R. Christena, Y. R. S. Rajaram, 3 Biotech 2013, 3, 1-9.
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macromoléculas y a su vez permeables a productos de bajo peso
molecular (Figura 3d).

En particular, el método de inmovilizacién mediante agregados de
enzimas por entrecruzamiento (cross-linked enzyme aggregates, CLEAs,
Figura 3c) ha cobrado especial importancia en los dltimos afos.’ En los
primeros estudios, esta estrategia era llevada a cabo mediante la
cristalizacién del biocatalizador, lo que suponia un procedimiento
costoso y laborioso donde era necesaria una elevada pureza de la
enzima. Kl proceso de cristalizacion fue reemplazado por el de
precipitacién, basado en la agregacién de la enzima libre a una
disolucién acuosa que contiene un agente precipitante (sales, polimeros
no iénicos o disolventes orgédnicos miscibles en agua), seguida del
entrecruzamiento de los agregados formados empleando un agente de
entrecruzamiento bifuncional, generalmente el glutaraldehido debido a
su bajo precio y disponibilidad comercial. Al no tratarse de enlaces
covalentes, el entrecruzamiento no provoca ninguna perturbacién en la
estructura terciaria de la proteina, de modo que los agregados
insolubles mantienen su superestructura y, en consecuencia, su
actividad catalitica intacta. Frente a otros métodos de inmovilizacién,
éste presenta una serie de ventajas, como la sencillez en el
procedimiento de preparacién, alta actividad enzimatica del catalizador,
estabilidad elevada, y bajos costes de produccién ya que no se requiere
purificacién previa de la enzima. Tampoco es necesario un soporte
adicional que, ademas de encarecer el proceso, provocaria la dilucién de

la actividad enzimatica.

19 3) R. A. Sheldon, Org. Process Res. Dev. 2011, 15, 213-223; b) G.-W. Zheng, H.-L. Yu,
C.-X. Li, J. Pan, J.-H. Xu, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2011, 70, 138-143.
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Introduccion

En la introduccién de este bloque se incluira una breve descripcién
de las caracteristicas generales de las proteasas, por ser una de ellas la
empleada como biocatalizador en este trabajo. De un modo mas
concreto, se comentaran las aplicaciones mas destacadas en sintesis

organica de la proteasa de Bacillus licheniformis.

I.1. Hidrolasas

La elevada estabilidad y actividad frente a un amplio ntimero de
sustratos y procesos, la no dependencia de cofactores y la alta tasa de
eficiencia en la catalisis han hecho de las hidrolasas los biocatalizadores
mas empleados en aplicaciones industriales. Ademds, tienen la
capacidad de catalizar reacciones organicas sintéticas no conven-
cionales, como la formaciéon de enlaces carbono-carbono o carbono-
heteroatémo. Dentro de de esta clase de enzimas destacan por su aplica-
bilidad las esterasas, lipasas y proteasas, cuya funcién natural consiste

en la hidrdlisis de ésteres, triglicéridos y péptidos, respectivamente.

1.1.1. Proteasas

Después de las lipasas, las proteasas son una de las familias de
enzimas hidroliticas mas utilizadas en sintesis organica. También se
denominan peptidasas (endo y exopeptidasas) debido a su funcién
natural de catalizar la hidrélisis de péptidos.2° Aproximadamente el 2%
de los genes de la mayoria de organismos son proteasas, y estan

involucradas en practicamente todos los procesos biolégicos.

20 ', Bordusa, Chem. Rev. 2002, 102, 4817-4867.
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Existen cuatro tipos diferentes de proteasas?’ que se comentan

brevemente a continuacion:

- Proteasas serinicas. Son las méas comunes y coinciden con las
lipasas en los aspectos mecanisticos, por lo que se comentaran mas
detalladamente. Estas hidrolasas contienen en el centro activo la triada
catalitica compuesta por un residuo de aspartato (Asp), histidina (His) y

serina (Ser), y su mecanismo de actuacién se recoge en el Esquema 1.

Complejo Michaelis-Menten Ser o) >—\

R M NN
g Asp” TO-H L%
>:0 Intermedio tetraédrico I (IT) Ser
R’ o
R20- A/ ©
R" 0.
His '
Asp—(© HN__N:
Enzima libre H\O His

Ser = )OL

His
7_\ )Oj\ Nu-H
NN Ser His
O-H X~ 4 Asp” O
RO MICH NS 5 =\
%1 _O’ K‘ H’\N(VN “H
. \_/ | X )
Intermedio tetraédrico Il (IT,) NU‘/EﬂJ\R ]

|
Ser

Esquema 1. Mecanismo de actuacién de las serin-hidrolasas.

En un primer paso tiene lugar la formaciéon del intermedio

tetraédrico I (IT1), para lo cual enzima y sustrato se asocian de forma

21 1. Hedstrom, Chem. Rev. 2002, 102, 4501-4523; b) F. Lecaille, J. Kaleta, D. Bromme,
Chem. Rev. 2002, 102, 4459-4488; ¢) W. T. Lowther, B. W. Matthews, Chem. Rev. 2002,
102, 4581-4607; d) B. M. Dunn, Chem. Rev. 2002, 102, 4431-4458.
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no covalente. El aspartato facilita la desprotonacién de la serina a
través de los protones de la histidina, produciéndose asi el ataque del
grupo hidroxilo de la serina al grupo carbonilo del sustrato. A
continuacién, dicho intermedio tetraédrico evoluciona, eliminando la
molécula de alcohol, hacia el intermedio acil-enzima a través de la
donacién de un protén de la histidina al heteroatomo del grupo saliente.
La dltima etapa fundamental de este mecanismo es la formacién del
intermedio tetraédrico II (IT2), que tiene lugar a través del ataque del
nucledéfilo sobre el carbonilo del intermedio acil-enzima. El ciclo se
completa por descomposicién de este ultimo intermedio tetraédrico,
liberandose el producto y regenerandose el catalizador, es decir, la

enzima libre.

En la mayoria de los casos la enantioselectividad la determina el
intermedio tetraédrico II, en el que se encuentran diferenciados un

hueco para el nucleéfilo y otro para el acilo.

- Proteasas cisteinicas. Se diferencian de las anteriores en los
aminodacidos que se encuentran presentes en el centro activo, pero su
mecanismo de actuacién involucra los mismos pasos de formacién de
intermedios. En este caso, los residuos que estas proteasas contienen en
el centro activo son asparagina, histidina y cisteina (Esquema 2).

H-8" 7 o % “NH,----- H -
NH,----- N__N N S —» Acil
2 NN A HY N R enzima
Aspargina H R 0(5)
(amida de Asp) LL{ C\[f
(0]

Esquema 2. Mecanismo de actuacion de las cistein-hidrolasas.

- Metaloproteasas. En el centro activo se encuentra presente un
atomo de Zn2* que actiia como acido de Lewis participando activamente
en la catédlisis (Esquema 3). Este catién provoca un aumento en la
electrofilia del carbonilo y en la acidez del H20, facilitando asi la
transferencia del protéon al carboxilato del éacido glutamico, y
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aumentando también la nucleofilia del H20. Por tanto, el mecanismo de

esta reaccién no ocurre a través de un intermedio covalente.

o) e o
E)k 5" Yo NH %OH N
0 HH — R
: ,,o)\R HOG3
++5, o7 v/
AN v

Esquema 3. Mecanismo de actuacion de las metaloproteasas.

- Proteasas aspdrticas. El centro activo de la enzima contiene dos
unidades de 4acido aspértico (Esquema 4), una de las cuales actiia como
catalizador acido y la otra como catalizador basico. Al igual que sucedia
en el caso anterior, el mecanismo de estas proteasas tampoco tiene lugar
a través de un intermedio covalente.

H
R.__N_
PN P Son
o O-H —_— S
WZ:O H :)\fo OH
o o o:grr
Asp O&

(catalizador acido) Asp

(catalizador basico)

Esquema 4. Mecanismo de actuacion de las proteasas asparticas.
1.1.2. Proteasa de Bacillus licheniformis

Las proteasas microbianas son unas de las enzimas hidroliticas
comerciales mas importantes, y han sido extensamente aplicadas en
distintos sectores de la industria, como el de la alimentacién, cuero,
farmacéutico o la industria de detergentes, en esta dltima en particular
como aditivos de limpieza. Dentro de este grupo de enzimas, las
subtilasas son las responsables de iniciar el ataque nucledfilo en un
enlace peptidico (amida) a través de un residuo de serina del centro
activo. En concreto, la proteasa de Bacillus licheniformis (BLAP) o
subtilisina Carlsberg (EC 3.4.21.62) es una proteasa alcalina
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extracelular que ha sido ampliamente utilizada como catalizador en
transformaciones convencionales de sintesis organica, mostrando altos
valores de actividad enzimatica, asi como una elevada
estereopreferencia frente a un gran numero de sustratos. Entre sus
propiedades destaca su estabilidad, tolerando distintas condiciones de
pH y temperatura tanto en disolventes organicos polares como en no
polares, e incluso es conocida por ser estable frente a detergentes y
tensioactivos (compuestos que rebajan la tensién superficial entre dos

liquidos).22

A continuacién, se comentan algunas de las biotransformaciones
mas representativas que han sido llevadas a cabo mediante la accién de
esta enzima. Por claridad, se han dividido en dos apartados en funcién
de la estereoselectividad o no del proceso.

1.1.2.1. Procesos no Estereoselectivos

La mayor versatilidad de la proteasa de Bacillus licheniformis en su
versién inmovilizada CLEA® (Alcalasa-CLEA®) se ha encontrado en su
aplicacién en la sintesis de derivados de aminoacidos y péptidos. Por
ejemplo, se ha descrito una ruta quimioenzimitica en la que esta
enzima cataliza la sintesis de B-aminoésteres derivados del acido
aspartico, y y-aminoésteres del acido glutamico a-protegidos mediante la
hidrélisis selectiva de los correspondientes diésteres.?3 Alternativa-
mente, los mismos compuestos pueden prepararse a través de un
protocolo de tres pasos que implica la formacién enzimatica del éster de
a-metilo seguido de una pB-esterificacion quimica y una hidrélisis a-

selectiva (Esquema 5).

22 g) K. Jellouli, O. Ghorbel-Bellaaj, H. B. Ayed, L. Manni, R. Agrebi, M. Nasri, Process
Biochem. 2011, 46, 1248-1256; b) W. Rachadech, A. Navacharoen, W. Ruangsit, T.
Pongtharangkul, A. S. Vangnai, Microbiology 2010, 79, 620-629.

23T, Nuijens, J. A. W. Kruijtzer, C. Cusan, D. T. S. Rijkers, R. M. J. Liskamp, P. J. L. M.
Quaedflieg, Tetrahedron Lett. 2009, 50, 2719-2721.
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Esquema 5. Sintesis quimioenzimatica de ésteres de acido aspartico y

glutamico protegidos.

En algunos casos la limitada solubilidad de sustrato y producto en
el medio de reaccién puede dar lugar a biotransformaciones en fase
sélida. Un ejemplo de ello es la preparacion biocatalitica del valaciclovir,
el ingrediente activo del Valtrex®, a partir del éster de metilo de la L-
valina y el aciclovir, un inhibidor de la transcriptasa inversa del virus
de inmunodeficiencia humana (VIH, Esquema 6).2¢ La reaccién alcanza
conversiones elevadas cuando se lleva a cabo a 50 °C y con un pequeno
contenido de agua (1-3% v/v) necesario para preservar la estabilidad de

la proteasa de Bacillus licheniformis, también conocida como subtilisina

Carlsberg.
o 0 Subtilisina 0
SR Ny
H M g
HZN/LN N OH H H20(1-3%v/v)|_|2N)\N o) NH,ClI
H \\O/\/ NH3CI 50 °C H O/\/ o)
Aciclovir Valaciclovir

89%

Esquema 6. Acilaciéon enzimatica del aciclovir para la sintesis del valaciclovir
catalizada por la subtilisina Carlsberg.

El hidrocloruro del valganciclovir es un intermedio farmacéutico

activo (API) antivirico que se aplica en el tratamiento de la infeccién por

24 K. McClean, C. Preston, D. Spence, P. W. Sutton, J. Whittall, Tetrahedron Lett. 2011,
52, 215-218.
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citomegalovirus, asociada con la enfermedad del SIDA. Estructural-
mente, es un monoester del ganciclovir que existe como una mezcla de
diastereoisémeros (Esquema 7). Su sintesis se ha llevado a cabo a través
de la preparaciéon de un intermedio obtenido mediante un proceso de
hidrolisis catalizado por una proteasa bacteriana alcalina, la Protex 6L,
que deriva de una cepa de Bacillus licheniformis.?®> Tras la adecuada
optimizacion de la fuente y carga de Protex 6L, temperatura, disolvente
y tiempo de reaccion, la desproteccion hidrolitica tuvo lugar de manera
selectiva en una mezcla de (N,MN)-dimetilformamida (DMF) y una
disolucién reguladora pH 8.5 (3:2) a 45 °C, aislandose el monoéster de la
L-valina deseado con un 27% de rendimiento.

0 OBn
o) HN~\< o} OBn

HN N
TR o N O HN
HQNJ\\N N; {o CHMe, Protex 6L 'ﬁ\‘\\ Yy M ‘\<o

omn " N SN Nb O  'CHMe,
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0 45°C, 16 h
d  CHMe, l

N N O NH,
R
HZN/L\N N

o ;CHMeZ
O{
OH

Valganciclovir

Esquema 7. Sintesis de un intermedio del valganciclovir a través de una
reaccién de hidrdélisis catalizada por una proteasa derivada de la Bacillus
licheniformis.

Por otra parte y como se ha comentado previamente, también la
sintesis de péptidos se ha descrito en varias ocasiones empleando como
catalizador la proteasa en su forma Alcalasa-CLEA®.26 Un gran nimero

25 M. K. Sethi, S. R. Bhandya, R. Shukla, A. Kumar, N. Maddur, V. S. N. J. Mittapalli,
V. S. Rawat, R. K. Yerramalla, J. Mol Catal. B’ Enzym. 2014, 108, 77-81.

26 Algunos ejemplos: a) P. Vossenberg, H. H. Beeftink, T. Nuijens, P. J. L. M. Quaedflieg,
M. A. C. Stuart, J. Tramper, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2012, 78, 24-31; b) T. Nuijens, C.
Cusan, A. C. H. M. Schepers, J. A. W. Kruijtzer, D. T. S. Rijkers, R. M. J. Liskamp, P. J.
L. M. Quaedflieg, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2011, 71, 79-84; ¢) T. Nuijens, E. Piva, J. A.
W. Kruijtzer, D. T. S. Rijkers, R. M. J. Liskamp, P. J. L. M. Quaedflieg, Adv. Synth.
Catal. 2011, 353, 1039-1044; d) P. Vossenberg, H. H. Beeftink, T. Nuijens, M. A. C.
Stuart, J. Tramper, J. Mol. Catal. B:- Enzym. 2012, 75, 43-49.
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de péptidos se usan desde hace décadas con fines terapéuticos,
nutricionales o como ingredientes de cosméticos y productos de belleza.?7
Los métodos quimicos empleados para su sintesis plantean una serie de
Inconvenientes, bien por su elevado coste, lo que dificulta la sintesis a
gran escala, o bien al producirse racemizacién y reacciones laterales en
el extremo C-terminal. El uso de biocatalizadores ofrece una alternativa
en la que estas limitaciones no son tales gracias a la elevada quimio- y
regioselectividad de las reacciones enzimaticas y a la posibilidad de

utilizar condiciones suaves de reaccién.

La sintesis de péptidos parte muchas veces de la carboxamida del
extremo C-terminal, continuando el ensamblaje de aminoacidos en la
direcciéon C'» N. La amidacién de los aminoacidos de este extremo ha
sido descrita a partir de los correspondientes acidos carboxilicos
empleando la Alcalasa-CLEA®, obteniéndose las amidas deseadas en
rendimientos muy elevados al llevar a cabo el proceso enzimatico en

sales de amonio de los acidos a-carboxilicos.28

Por su parte, Boeriu y colaboradores efectuaron la sintesis de
amidopéptidos en el extremo C-terminal por amondlisis de los
correspondientes ésteres metilicos, catalizada por la subtilisina A de
Bacillus licheniformis.?® La maxima formacién de la amina y minima del
producto secundario de hidrélisis (Z-Ala-Phe-OH) se obtuvo en una
mezcla de disolventes organicos (‘BuOH/DMF, 82.5:17.5 v/v) con un bajo

contenido en agua (0.2%).

27 P. Vlieghe, V. Lisowski, J. Martinez, M. Khrestchatisky, Drug Discovery Today 2010,
15, 40-56.

28 T, Nuijens, E. Piva, J. A. W. Kruijtzer, D. T. S. Rijkers, R. M. J. Liskamp, P. J. L. M.
Quaedflieg, Tetrahedron Lett. 2012, 53, 3777-3779.

29 C. G. Boeriu, A. E. Frissen, E. Boer, K. van Kekem, D.-J. van Zoelen, 1. F. Eggen, /.
Mol. Catal. B Enzym. 2011, 66, 33-42.
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Esquema 8. Sintesis biocatalitica de Z-Ala-Phe-NH: a través de un proceso de
amondlisis catalizado por la subtilisina A.

Un ejemplo elegante y relativamente reciente es el descrito por
Breinbauer y colaboradores, quienes combinaron la catalisis homogénea
empleando metales de transicién con la catalisis enzimdatica para la
preparacién de péptidos.3® En un primer paso catalizado por complejos
de rutenio, los autores llevan a cabo la sintesis de enol ésteres por
adicion del acido carboxilico del extremo C-terminal a un grupo alquino
en condiciones suaves de reaccién, lo que requiere una minuciosa
optimizacién para evitar la indeseada racemizacién (Esquema 9). Los
enol ésteres preparados son excelentes dadores en reacciones de
acilacién enzimaticas, de tal manera que en un segundo paso actian
como sustratos para dar el acoplamiento entre péptidos catalizado por la
Alcalasa-CLEA. En este paso enzimatico también se tuvieron en cuenta
ciertas consideraciones, como la introducciéon de grupos amida en los
enol ésteres para un mejor reconocimiento por parte de la proteasa,

minimizando asi la formacién de productos laterales.

Péptido B gaiNlaP

o)
(0] [Ru] Alcalasa o
LA B . ficlo A 0/\ N/ Péptido B
Péptido AfNelY R Peptido AR
R—_
H
R

Esquema 9. Sintesis de péptidos quimioenzimatica a través de la preparacién
de enol ésteres catalizada por rutenio y el subsiguiente ensamblaje catalizado
por la Alcalasa-CLEA®.
La caracterizacién de la actividad de una proteasa a menudo

comienza por establecer los valores de pH y temperatura 6ptimos. En

30 H. Schroder, G. A. Strohmeier, M. Leypold, T. Nuijens, P. J. L. M. Quaedflieg, R.
Breinbauer, Adv. Synth. Catal. 2013, 355, 1799-1807.
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este contexto, la influencia del pH en la hidrélisis de péptidos catalizada
por la proteasa de Bacillus licheniformis®® se ha analizado desde el
punto de vista de la selectividad, identificada ésta como la velocidad
relativa a la que cada zona individual susceptible de escindirse es
hidrolizada.3? Paralelamente, los autores también han descrito estudios
para la determinacién de la influencia de la concentracion de sustrato
en la selectividad de la hidrélisis, considerando este parametro para la

descripcidn de los aspectos mecanisticos del proceso.33

La familia de los acidos 2-arilpropiénicos destaca por sus
propiedades antiinflamatorias, como ocurre con el ibuprofeno o el
ketoprofeno, a pesar de que su aplicaciéon se ha visto dificultada por la
baja solubilidad en agua que presentan estos compuestos. En este
contexto, merece la pena comentar un ultimo ejemplo en el que la
proteasa de Bacillus licheniformis no cataliza el paso estereoselectivo de
resolucién del éster, sino un paso posterior de transesterificacion. Asi,
Yu y colaboradores desarrollaron la sintesis secuencial de siete
conjugados de ketoprofeno-sacarido a través de un procedimiento en dos
pasos basado en una primera resolucion del éster de vinilo del
ketoprofeno racémico empleando Lipozyme® inmovilizada de la lipasa de
Mucor miehei (MML, Esquema 10).3¢ La proteasa de Bacillus
licheniformis cataliza un segundo paso de transesterificacién del éster
de vinilo del (S)-ketoprofeno con una serie de sacaridos en medio
organico. Los ketoprofenos conjugados obtenidos mediante esta
estrategia presentan mayor solubilidad que el ketoprofeno de partida, lo

que favorece una posible aplicacion farmacéutica de los mismos.

31 C. I. Butré, S. Sforza, P. A. Wierenga, H. Gruppen, Int. Dairy J. 2015, 44, 44-53.

32 C. I Butré, S. Sforza, H. Gruppen, P. A. Wierenga, Anal. Bioanal. Chem. 2014, 406,
5827-5841.

33 C. I. Butré, S. Sforza, H. Gruppen, P. A. Wierenga, J. Agric. Food. Chem. 2014, 62,
10230-10239.

34 H.-Y. Wang, C. Li, N. Wang, K. Li, X.-W. Feng, T. He, X.-Q. Yu, Bioorg. Med. Chem.
2009, 77, 1905-1910.
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conjugados de (S)-ketoprofeno-sacaridos
R = manitol, glucosa, manosa, maltosa, lactosa, trehalosa, sucrosa

Esquema 10. Sintesis enzimatica de derivados conjugados de ketoprofeno-
sacaridos mediante una estrategia en dos pasos.

1.1.2.2. Procesos Estereoselectivos

Aunque no tan estudiados como las transformaciones de péptidos,
diferentes grupos de investigacion han destacado la actividad de la
proteasa de Bacillus licheniformis en procesos estereoselectivos a través
de la aplicacion de metodologias de resoluciéon cinética, por una parte
empleando como sustratos aminoacidos y derivados, y por otra en
resoluciones de alcoholes o ésteres.

La importancia de los derivados de aminoicidos es ampliamente
conocida por su actividad biolégica y su consecuente aplicacién como
precursores en la sintesis de farmacos. En este campo la quiralidad es
una cualidad esencial, por lo que la preparacién estereoselectiva de
estos compuestos es de gran interés. Asi, existen distintos ejemplos en
la bibliografia en los que se realiza una resoluciéon catalizada por
proteasas para la sintesis quimioenzimatica de determinadas moléculas
con actividad farmacolégica. Este es el caso del clopidogrel (Esquema
11), un medicamento antitrombético y antiagregatorio que se
administra para la reduccion de ciertos males causados por la
ateroesclerosis, y en el que tUnicamente el enantiémero (S tiene
aplicaciones terapéuticas.?> Asi, mientras que la resoluciéon de la 2-
clorofenilglicina ocurre con excesos enantioméricos entre bajos y

moderados, con el correspondiente metiléster N-protegido se obtuvieron

35 P, Ferraboschi, M. De Mieri, F. Galimberti, Tetrahedron: Asymmetry 2010, 21, 2136-
2141.
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excelentes enantioselectividades en el proceso de hidrélisis enzimatica,
tanto utilizando la proteasa de DBacillus Ilicheniformis como la de
Bacillus subtilis. Cabe destacar que el empleo de la proteasa en su
forma inmovilizada como agregados entrecruzados (Alcalasa-CLEA®)
disminuy6 el tiempo de reaccién notablemente sin observarse cambios

en los valores de conversion y selectividad.

CO,H CO,Me
BocHN - 7 N
CO,Me — ¢ |
.- Cl S Cl
proteasas de subtilisina
BocHN 35%, >98% ee (S)-Clopidogrel
al THF/H,O +
40% conversion CO,Me
N-Boc-2-Clorofenilglicina BocHN
Cl

Esquema 11. Resolucion cinética de sintones precursores del clopidogrel

catalizada por proteasas de subtilisina.

Zhao y colaboradores estudiaron el efecto del acetato de 1-etil-3-
metilimidazolio (CHsCOO[EMIM]) en la resolucién cinética del éster de
metilo de la fenilalanina catalizada por la proteasa de Bacillus
licheniformis liofilizada, llegando a obtener mejoras en Ila
enantioselectividad del proceso al elevar hasta 4 M de concentracién de
IL, si bien a partir de 2 M la actividad enzimatica decrecia
notablemente.36 Los autores extendieron las condiciones 6ptimas (2 M) a
distintos aminoacidos, observando la misma tendencia que para el
sustrato modelo y definiendo, por tanto, el IL como un posible disolvente

verde.

Como se ha comentado previamente, también existen ejemplos en
los que la enzima que nos ocupa se aplicé a la resolucion de alcoholes.
Por ejemplo, el uso de la subtilisina de B. licheniformis ha permitido
preparar (S)-ésteres a partir de alcoholes secundarios racémicos a
través de procesos de DKR donde la proteasa se combina con el uso de

36 H. Zhao, L. Jackson, Z. Song, O. Olubajo, Tetrahedron’ Asymmetry 2006, 17, 2491-
2498.
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un catalizador de rutenio, obteniéndose los productos finales con buenos
rendimientos y excelentes enantioselectividades cuando el dador de

acilo fue el valerato de isopropenilo (Esquema 12).37

\/\)(10)\ ﬁ

OH Subtilisina 0~ "Bu Ph
1/'\ 2 J Ph
R" 'R rapido R'” "R2 oh
84-96% Ph
[Ru] 87-99% ee [Ru] = Ph RU\C|
o} oC’q
Subtilisina M,
?H Dador de acilo " "Bu
1" Np2 Tt TTTTTTTTTTTTT > 1N p2
R R lento R R

Esquema 12. Resolucién cinética dindmica (9)-selectiva de alcoholes
secundarios empleando un catalizador de rutenio y la subtilisina de Bacillus
licheniformis.

37 L. Borén, B. Martin-Matute, Y. Xu, A. Cordova, J.-E. Biackvall, Chem. Eur. J. 2006,
12, 225-232.
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Antecedentes

En la introduccién de este bloque se han comentado algunos
aspectos de las hidrolasas, destacando el papel de la Biocatalisis en
transformaciones sintéticas selectivas y su aplicaciéon particular en
biotransformaciones catalizadas por la proteasa de Bacillus licheni-
formis. A continuacién, se abordarian distintas posibilidades biocata-
liticas que ofrecen algunas enzimas hidroliticas relacionadas con el
concepto de promiscuidad biocatalitica, de origen relativamente reciente
y que ha sido utilizado en este capitulo con la intencién de ampliar las

aplicaciones sintéticas de la proteasa de Bacillus licheniformis.

1.1. Promiscuidad Biocatalitica

Mas alla de las transformaciones que las hidrolasas han catalizado
tradicionalmente (hidrélisis, esterificacién, amidacién, acilacién...), la
reciente aparicion de una serie de actividades cataliticas no
convencionales por parte de las enzimas ha abierto una via al desarrollo
de nuevas aplicaciones sintéticas.?® Este descubrimiento se ha agrupado
en el término promiscuidad enzimadtica, que hace referencia la
capacidad de un tunico centro activo de una enzima para catalizar
distintos tipos de transformaciones, un concepto que ha estado ligado a
definiciones mas amplias como la de promiscuidad catalitica.®® En este
punto es importante hacer la necesaria distinciéon entre la actividad del
centro activo de una proteina, que trabaja de manera orquestal para

catalizar una determinada transformacién, de la accién de uno o varios

38 3) E. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 4504-4523; b) Q.
Wu, B.-K. Liu, X.-F. Lin, Curr. Org. Chem. 2010, 14, 1966-1968; c¢) M. S. Humble, P.
Berglund, Eur. J. Org. Chem. 2011, 3391-3401; d) M. Kapoor, M. N. Gupta, Process
Biochem. 2012, 47, 555-569; e) Z. Guan, L.-Y. Li, Y.-H. He, RSC Adv. 2015, 5, 16801-
16814.

39 K. Hult, P. Berglund, 7rends Biotechnol. 2007, 25, 231-238.
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residuos de aminoacidos ajenos al centro activo de la enzima con
capacidad, en algunos casos, para acelerar una reaccién, algo que se

conoce comunmente como catalisis inespecifica.

Es conveniente resaltar el hecho de que las cepas naturales de
diversas enzimas han mostrado niveles significativos de actividad en
distintas transformaciones. Pero, ademas, en los ultimos afios se ha
producido un desarrollo exponencial de técnicas de evolucién dirigida e
ingenieria de proteinas que ha potenciado la eficiencia de las enzimas
en procesos no convencionales, proporcionando nuevos biocatalizadores

evolucionados que presentan propiedades cataliticas mejoradas.4°

A continuacién, se hard un resumen de las contribuciones mas
relevantes publicadas en los Gltimos afios sobre procesos catalizados por
hidrolasas de forma no convencional y, en particular, se resaltaran
aquellos ejemplos relacionados con las reacciones que seran objeto de
estudio de este capitulo, clasificadas en funcién del tipo de enlace

formado.

1.2. Reacciones de Formacién de Enlaces Carbono-
Carbono

Las reacciones de formacién de enlaces carbono-carbono (C-C) son
una de las transformaciones fundamentales de la quimica organica. Si
se hace una comparativa con los procedimientos no enzimaticos, el
empleo de la Biocatalisis en estos procesos ofrece una serie de ventajas
claras al dar acceso a moléculas estructuralmente complejas con elevado
grado de quimio-, regio- y, especialmente, estereoselectividad hacia la
formacién de multiples estereocentros con la esteroquimica deseada bajo

condiciones suaves de reaccién (sistemas acuosos, pH neutro y

40 3) A. S. Bommarius, J. K. Blum, M. J. Abrahamson, Curr. Opin. Chem. Biol. 2011, 15,
194-200; b) M. Wang, T. Si, H. Zhao, Bioresour. Technol. 2012, 115, 117-125; ¢) M. T.
Reetz, Tetrahedron 2012, 68, 7530-7548; d) U. T. Bornscheuer, Synlett 2013, 24, 150-
156.
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temperatura ambiente).#! De un modo tradicional, las reacciones
enzimaticas para la formacién de enlaces carbono-carbono comprometen
varias subdivisiones de enzimas, todas ellas ubicadas dentro de las
liasas (EC.4). Entre ellas destacan las aldolasas, hidroxinitrilo liasas o
enzimas dependientes de tiamino difosfato.*2 Sin embargo, en los
ualtimos anos las posibilidades sintéticas de las enzimas han experimen-
tado cierta expansiéon4® debido, por una parte, al descubrimiento de
nuevas enzimas como ciclasas, Diels-Alderasas o Pictet-Spenglerasas#
y, por otra, al uso de la evolucién dirigida que ha permitido el disefio de
enzimas mas eficientes.?> A continuacién, se resaltaran los hallazgos
mas recientes y destacables concernientes a las reacciones alddlica,
Henry, Baylis-Hillman y Mannich catalizadas por hidrolasas de forma

no convencional.

1.2.1. Reaccién de Adicién Aldéblica

Desde que la reaccién alddlica fue descubierta, alla por el ano 1872,
esta estrategia sintética ha emergido como una de las metodologias mas
robustas para la formacion de enlaces C-C. La quimica convencional ha
sido empleada en numerosas ocasiones para la preparacién de nuevos
compuestos B-hidroxicarbonilicos activos a través de reacciones alddlicas
asimétricas. También la organocatdlisis se ha aplicado de manera
eficiente para llevar a cabo estas transformaciones generando moléculas
complejas con elevados rendimientos y selectividades, si bien en los
ultimos tiempos ha tomado gran relevancia la busqueda de estrategias
alternativas en las que se tenga en cuenta la sostenibilidad del proceso.
En este contexto, las aldolasas han servido como catalizadores en

41 g) M. Miller, Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 3161-3174; b) K. Fresko, M. Gruber-
Khadjawi, ChemCatChem 2013, 5, 1248-1272.

42 3) P. Clapés, W.-D. Fressner, G. A. Sprenger, A. K. Samland, Curr. Opin. Chem. Biol.
2010, 14, 154-167; b) M. Dadashipour, Y. Asano, ACS Catal 2011, 1, 1121-1149; c¢) M.
Miuller, G. A. Sprenger, M. Pohl, Curr. Opin. Chem. Biol. 2013, 17, 261-270.

43Y. Miao, M. Rahimi, E. M. Geertsema, G. J. Poelarends, Curr. Opin. Chem. Biol. 2015,
25,115-123.

44V, Resch, J. H. Schrittwieser, E. Siirola, W. Kroutil, Curr. Opin. Chem. Biotechnol.
2011, 22, 783-799.

45 C. L. Windle, M. Miiller, A. Nelson, A. Berry, Curr. Opin. Chem. Biol. 2014, 19, 25-33.
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reacciones alddlicas estereoselectivas ofreciendo una  opcidén
medioambientalmente aceptable que, sin embargo, se encuentra limi-
tada por el elevado coste de estos biocatalizadores y la escasez de
sustratos que pueden ser aceptados por estas enzimas, lo que ha llevado

a considerar otras que presenten, ademas, una mayor estabilidad.

Frente a las moderadas actividades y selectividades mostradas en
los primeros estudios en los que participaban hidrolasas de forma no
convencional, en afos mas recientes se han desarrollado procesos
enzimaticos promiscuos con mayor eficiencia de la catalisis en
reacciones aldélicas asimétricas. En dichos estudios ha sido habitual la
selecciéon del acoplamiento entre 4-nitrobenzaldehido o 4-ciano-
benzaldehido con acetona o ciclohexanona como transformacién modelo.
Una vez optimizadas las condiciones de reaccion se ha extendido,
generalmente con éxito, a una familia de sustratos mas amplia. En
todos los casos que se discutirdn a continuacién, la participacién del
centro activo del biocatalizador se ha demostrado a través de
experimentos de control que incluyen la inhibicién o desnaturalizacién
de las enzimas, de manera que se obviaran aquellos ejemplos en los que
la aceleracion de la reacciéon proviene de algin tipo de catalisis
inespecifica o es debida a la presencia de impurezas en el preparado

enzimatico.46

Las lipasas son las hidrolasas que mas comunmente empleadas
como biocatalizadores en sintesis organica, un hecho en el que ha tenido
gran influencia su capacidad para trabajar tanto en medios acuosos
como en medios organicos sin necesidad de incorporar cofactores para su
correcto funcionamiento. La lipasa de Candida antarctica de tipo B
(CAL-B) es la hidrolasa que méas recurrentemente se ha utilizado en el
desarrollo de procesos de formacion de enlaces carbono-carbono. No
obstante, otras lipasas han actuado también con buenos niveles de

actividad en estas reacciones. Recientemente, Guan y He describieron la

46 N. Sharma, U. K. Sharma, R. Kumar, N. Katoch, R. Kumar, A. K. Sinha, Adv. Synth.
Catal. 2011, 3563, 871-878.
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primera reaccion aldélica directa asimétrica entre cetonas heterociclicas
y aldehidos catalizada por la lipasa de pancreas porcino de tipo II (PPL
I1).47 Como sustratos modelo se escogieron la piperidin-4-ona N-Boc
protegida y el 4-nitrobenzaldehido, y se analizaron una serie de
parametros de reaccién (disolvente, contenido de agua, relacién molar
entre la cetona y el aldehido y concentracién de enzima). Bajo las
condiciones de reaccién optimizadas se hicieron reaccionar distintos
aldehidos aromaticos y cetonas heterociclicas en cantidades
equimoleculares (Esquema 13), alcanzandose, tras tiempos de reaccién
prolongados, estereoselectividades moderadas (hasta 87% ee) hacia los
correspondientes diastereoisémeros anti (diastereoselectividades hasta
83/17), que se aislaron tras cromatografia de columna en gel de silice
(rendimientos aislados de 31-56%).

0
PPL I :
X
Eﬁ )KO CHCNIH,0 | R
30°C X
5-6 dias X =N-Boc, O, S

R = 4-NO,, 3-NO,, 2-NO,, 4-CN, 3-Br

Esquema 13. Reaccién aldélica asimétrica catalizada por la PPL entre

aldehidos aromaticos sustituidos y cetonas heterociclicas.

Mas adelante, los mismos autores expandieron la aplicabilidad de la
PPL II a la reaccion alddlica directa asimétrica de cetonas ciclicas con
aldehidos aromaticos y heteroaromaticos,*® consiguiendo en algunos
casos mejores resultados en términos de actividad, diastereo- y
enantioselectividad (rendimientos de 10-98%; 48/52 a 87/13 dr, relacién
antilsyn; 53-94% ee). Entre otros factores, se investigaron los beneficios
que los impedimentos estéricos ejercian en los excesos enantioméricos
de los productos y el efecto positivo en los rendimientos aislados al
emplear sustituyentes electronatractores, obteniendo los mejores

resultados empleando un gran exceso de cetona (20 equiv).

477. Guan, J.-P. Fu, Y.-H. He, Tetrahedron Lett. 2012, 53, 4959-4961.
48 J, Zheng, B.-H. Xie, Y.-L. Chen, J.-F. Cao, Y. Yang, Z. Guan, Y.-H. He, Z
Naturforsch., C:J. Biosci. 2014, 69c, 170-180.
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También Yu y colaboradores emplearon la PPL en la reaccion
alddlica cruzada entre aldehidos aromaticos y cetonas alifaticas ciclicas,
donde estas tultimas resultaron ser el mejor disolvente posible.4® Los
autores demostraron la influencia del contenido de agua sobre la
actividad catalitica y la selectividad, en tanto que desempena un papel
principal como “lubricante molecular”, encontrando que las mejores
propiedades cataliticas tenian lugar al afiadir un 5% de agua (v/v).
Ademas, se observé un elevado grado de similitud entre la PPL y la
lipasa de pancreas bovino (BPL), atribuyendo a la homologia entre sus
conformaciones espaciales el hecho de que ambas mostrasen valores de
actividad comparables. En linea con lo anterior, los mismos autores
publicaron la primera reaccién alddlica catalizada por la BPL entre
cetonas alifaticas ciclicas (20 equiv) y aldehidos (hetero)aromaticos en
una disolucién reguladora de fosfatos-citratos pH 5.6 a 30 °C, en la que
la formacién de los diastereoisémeros anti se vio ligeramente favorecida,
si bien los excesos enantioméricos fueron de bajos a moderados
(Esquema 14).50

O o BPL O  oH R= CgHs, 4-CF3CgHa,
+ )J\ 4-C|CGH4,4-BFC6H4, 4-CNC6H4,
H~ "R tampén fosfato-citrato R R 4-NO,CgHy, 3-NO,CgHy,
)n pH 56 n 2-NO,CgH,, 2-BrCqHg,
n=1,2 2.2_% dCIEaS 2,6-Cl,CgHs, 3-piridinil, 4-piridinil

Esquema 14. Reaccion alddlica asimétrica catalizada por la BPL entre cetonas
alifaticas ciclicas y aldehidos (hetero)arométicos en tampén 4cido.

Mas recientemente, Gupta y colaboradores describieron la reaccién
catalizada por lipasas entre 4-nitrobenzaldehido y 2-ciclohexen-1-ona en
sistemas compuestos por dimetilsulféxido (DMSO) y agua, en la que se
obtuvieron mezclas del aducto aldélico y del producto de Morita-Baylis-
Hillman.5! En términos de conversién global, los mejores resultados se

consiguieron con la lipasa de Pseudomonas cepacia, mientras que la

49 7.-B. Xie, N. Wang, L.-H. Zhou, F. Wang, T. He, Z.-G. Le, X.-Q. Yu, ChemCatChem
2013, 5, 1935-1940.

50 Z.-B. Xie, N. Wang, G.-F. Jiang, X.-Q. Yu, Tetrahedron Lett. 2013, 54, 945-948.

51 M. Kapoor, A. B. Majumder, M. N. Gupta, Catal. Lett. 2015, 145, 527-532.
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lipasa de Mucor javanicus mostré las estereoselectividades mas

elevadas para el aldol.

Ademas de las lipasas, otras hidrolasas han manifestado buenos
niveles de actividad al actuar como biocatalizadores en reacciones
alddlicas promiscuas, entre las cuales destacan algunas proteasas. Por
ejemplo, la pepsina, una proteinasa aspartica gastrica, actud con una
estereoselectividad superior a la de la PPL en la reaccién alddlica
cruzada entre acetona y 4-nitrobenzaldehido en presencia de agua
(Esquema 15).52 A pesar de que el ambiente natural de la pepsina es
comparable al de una reguladora acida de pH 2.2, los autores detectaron
que esta enzima se mantenia convenientemente plegada y estable bajo
condiciones neutras, Ooptimas para el proceso en el que el medio de
reaccién consiste en una mezcla agua/acetona (10% v/v). El reciclaje de
la enzima dio lugar a una importante pérdida de actividad (23-54% para
los primeros tres ciclos de reciclaje), aunque la selectividad se mantuvo
de manera satisfactoria. En la extensién del proceso a otros sustratos,
los mayores niveles de reactividad se alcanzaron utilizando aldehidos
con grupos funcionales electronatractores (NO2) y cetonas con minimos
impedimentos estéricos (acetona), atin cuando los rendimientos fueron
de bajos a moderados (5-69%).

O OH O

H . (0] Pepsina
—_— *
)J\ H,O
O,N 30°C ON
24 h

Esquema 15. Reaccion alddlica catalizada por pepsina entre 4-
nitrobenzaldehido y acetona en medio acuoso.
La pepsina de mucosa gastrica porcina se ha aplicado recientemente
en la catalisis asimétrica de la reaccién alddlica directa para obtener
selectivamente syn-1,2-dioles, empleando 1-hidroxipropan-2-ona como

dador y una serie de aldehidos aromaticos sustituidos como aceptores

52 C. Li, Y.-J. Zhou, N. Wang, X.-W. Feng, K. Li, X.-Q. Yu, . Biotechnol. 2010, 150, 539-
545.
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(Esquema 16).53 Tras la pertinente optimizacién de los pardmetros de
reacciéon relevantes como el medio de reaccién, la temperatura, la
relacién molar de los sustratos y la carga de enzima, se llevd a cabo el
proceso en acetonitrilo sin agua adicional, y se extendié a cetonas de
gran variedad estructural como ciclicas o heterociclicas, aislandose los
productos aldélicos con rendimientos de hasta el 87%, diastereo-
selectividades de hasta >99/1 dr y excesos enantioméricos inferiores al
5% ee.

(0] OH o

o =
Pepsina R
N H e .
R_I MeCN B
= R* R 30°C R® R?

Esquema 16. Reaccién aldélica asimétrica catalizada por pepsina entre

aldehidos aromaticos y cetonas aciclicas y ciclicas en acetonitrilo.

Guan y colaboradores describieron también una serie de ejemplos
de adiciones aldédlicas catalizadas por proteasas. Entre ellas, la proteasa
de Bacillus Ilicheniformis cataliz6 de manera eficiente la reaccién entre
el 4-cianobenzaldehido y la ciclohexanona, en un proceso en el que se
obtuvo el rendimiento méas alto (59%) en compromiso con la mejor
estereoselectividad (51% ee) a 20 °C y empleando DMSO hidratado
(0.15% agua) como disolvente.?* La especificidad de sustrato mostrada
por la enzima fue un tanto amplia hacia aldehidos aromaticos y cetonas
ciclicas, aislandose en la mayoria de los casos los diastereoisémeros
favorecidos anti con rendimientos aislados de 28-92% y selectividades de

moderadas a altas (Esquema 17).

53 LL.-Y. Li, D.-C. Yang, Z. Guan, Y.-H. He, Tetrahedron 2015, 71, 1659-1667.
5¢ H.-H. Li, Y.-H. He, Z. Guan, Catal. Commun. 2011, 12, 580-582.
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o o R= 4-CH3CGH4, 4—CF3CGH4,
)OL BLAP OH 4-NO,CgHj,, 3-NO,CgH,,
+ 2-NO,CgHy, 4-CNCgH,,
Cbn H™ R DMSO/H,0 ) R 4-BrC4H,, 4-CICgH,, 3-CICqH,,
n

20°C 2-CICgH,, 2,6-Cl,CgH
n=1,23 65-120 h el S FT 26 TS
2,4-Cl,CqHj

1,

Esquema 17. Reaccién alddlica catalizada por la proteasa alcalina de Bacillus
licheniformis entre aldehidos aromaticos y cetonas alifaticas ciclicas en DMSO
hidratado.

Analogamente, los mismos autores hicieron uso de la
quimopapaina, una proteinasa de cisteina aislada del latex de las frutas
inmaduras de Carica papaya, para catalizar la misma reaccién modelo
entre 4-cianobenzaldehido y ciclohexanona.’ Tras realizar un detallado
estudio de distintos parametros de reaccién como el disolvente, la
temperatura, el pH y el tiempo de reaccién, se observaron estereo-
selectividades aceptables, si bien el rendimiento del producto final no
fue del todo satisfactorio, una limitacién atribuida a la desactivacion y
desestabilizacién de la enzima. Asi, una disolucién de acetonitrilo
(MeCN) con un contenido del 0.12% de agua a pH 4.91 condujo al
producto aldélico con un 45% de rendimiento, 72/28 dry 78% ee. Estas
condiciones se extendieron posteriormente a otros aldehidos aromaticos,
asi como a una serie de cetonas alifaticas ciclicas. El mecanismo de
reaccion propuesto involucra la accién coordinada de la triada catalitica
de la quimopapaina, compuesta por residuos de cisteina (Cys), histidina
(His) y aspargina (Asn) (Esquema 18). En primer lugar, el grupo
carbonilo de la cetona se coordina a la diada Asn-His y al hueco del
oxianién en el centro activo de la enzima. A continuacidn, se transfiere
un protén desde la cetona a la His formandose el enolato. Por ultimo,
una molécula de aldehido acepta el protén del catién imidazolio,
interactuando con la cetona para formar un nuevo enlace carbono-
carbono. Una vez formado el producto alddlico, éste se libera del hueco
del oxianién separandose del centro activo de la quimopapaina.

55 Y.-H. He, H.-H. L1, Y.-L. Chen, Y. Xue, Y. Yuan, Z. Guan, Adv. Synth. Catal. 2012,
3564, 712-719.
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H\ H
3 | | et |
Cys/_S 'j Cys/_SH ';' R — ';'
o 0 0
MNHZ ”’J\)LNHz AN NH;
Asn Asn Asn

H H
o o
MNHz MNHz

NH,
Asn

Esquema 18. Mecanismo propuesto para la reaccion alddlica catalizada por la
quimopapaina.

Otra proteasa, la proteasa 4acida de Aspergillus usamii No. 537
(AUAP) también ha intervenido en reacciones asimétricas aldélicas.5¢ El
producto aldol derivado de la reaccién entre ciclohexanona y 4-
nitrobenzaldehido en una mezcla MeCN/H20 (90:10) a 25 °C se obtuvo
con buen rendimiento (63%) y buena estereodiscriminacién hacia el
diasteroisémero anti(83/17 dry 82% ee). Las condiciones optimizadas se
extendieron a una gran variedad de sustratos, para los que se
alcanzaron enantioselectividades hasta de un 88% ee y diastereo-
selectividades hasta 92/8 (antisyn). De forma semejante, el mismo
grupo de investigaciéon estudié la aplicabilidad de la tripsina de
pancreas porcino en la reaccién aldblica asimétrica en ausencia de
disolvente, empleando 10 equivalentes de cetona y una cantidad de agua

minima con la intencién de prevenir una posible desactivaciéon de la

56 B.-H. Xie, W. Li, Y. Liu, H.-H. L1, Z. Guan, Y.-H. He Tetrahedron 2012, 68, 3160-3164.

46



Antecedentes

enzima.’’” En consonancia con lo propuesto para la reacciéon alddlica
catalizada por la quimopapaina, se plante6 un mecanismo de reaccion
en el que se identifico la accién de la triada catalitica compuesta, en este
caso, por tres residuos distintos: histidina (His-57), acido aspartico (Asp-
102) y serina (Ser-195). Con la proteinasa de Aspergillus melleus tipo
XXIII (AMP) se obtuvieron valores de actividad en la catdlisis de
reacciones aldodlicas similares a los discutidos previamente para otras
proteasas.’® En un analisis comparativo de los resultados obtenidos con
AMP, AUAP, BLAP y quimopapaina se encontré que, generalmente, los

mejores resultados correspondian a la AMP.

Después de una lectura en profundidad de todos estos estudios
pueden identificarse algunas tendencias comunes. En general, los
aldehidos con sustituyentes electronatractores reaccionan mas
rapidamente, y aquellos con sustituyentes mas impedidos estéricamente
dan lugar a enantio- y diastereoselectividades mas elevadas. Por otra
parte, la ciclohexanona parece actuar como mejor dador de acilo frente a
la acetona, la ciclopentanona y la cicloheptanona. Los diastereoisémeros
anti son, en la mayor parte de los casos, los productos mayoritarios,
mientras que para los que se forman los isémeros syn de forma

minoritaria se observan bajas selectividades.

La ficina, una proteinasa cisteinica aislada del latex de las
higueras, ha catalizado de manera promiscua la reaccion aldédlica
asimétrica entre cetonas heterociclicas y aldehidos en medio organico
estando presente una minima cantidad de agua (0.15%).5® Tras la
optimizaciéon de ciertos parametros de reacciéon como la temperatura
(30°C), la relacién molar entre los sustratos (2:1 aldehido frente a
cetona) y concentracién de enzima (75 mg/mlL), se alcanzaron
rendimientos entre 21-44% y hasta un 81% ee para la reacciéon entre

una amplia variedad de cetonas heterociclicas que contienen nitrégeno,

57Y.-L. Chen, W. Li, Y. Liu, Z. Guan, Y.-H. He, J. Mol. Catal. B- Enzym. 2013, 87, 83-87.
58Y. Yuan, Z. Guan, Y.-H. He, Sci. China Chem. 2013, 56, 939-944.
59 J.-P. Fu, N. Gao, Y. Yang, Z. Guan, Y.-H. He, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2013, 97, 1-4.
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oxigeno y azufre y distintos benzaldehidos sustituidos. Cuando el agua
del medio de reaccién se sustituyd por una disoluciéon reguladora no se
obtuvieron mejoras notables en cuanto a rendimientos o selectividades,

algo que contrasta con lo observado en los experimentos con Carica

papaya.b®

Dejando a un lado las proteasas, la adicién aldélica asimétrica de 2-
butanona y 4-nitrobenzaldehido en disolvente organico ha sido
catalizada por una nueva esterasa termofilica aislada de arquea
Aeroynum pernix K1 (APE1547).60 En el estudio se investigaron los
efectos del disolvente organico, la temperatura, el contenido de agua y la
concentracién de sustrato, aislandose el correspondiente producto de
configuracién (9)- con un rendimiento del 69% y 71% ee después de
120 h a 65 °C. Por otro lado, se ha descrito que la nucleasa pl de
Penicillium citrinum, una endonucleasa dependiente de zinc, ha
catalizado diferentes reacciones alddlicas asimétricas.? Guan y
colaboradores optimizaron la adicién alddlica de 4-cianobenzaldehido y
ciclohexanona para, posteriormente, extender la metodologia a un gran
numero de benzaldehidos sustituidos y cetonas ciclicas de cinco, seis y
siete miembros, que hicieron las veces de dador y disolvente.fl2 En
general, se alcanzaron rendimientos moderados pero selectividades de
buenas a excelentes, encontrandose las mejores estereoselectividades a
15 °C, mientras que fue necesario un aumento de temperatura hasta
45 °C para conseguir la mejor actividad catalitica de la nucleasa. Al
mismo tiempo, Lin y colaboradores emplearon esta misma nucleasa
como catalizador en la sintesis de 3-alquil-3-hidroxiindolin-2-onas a
través de una reaccién alddlica entre derivados de isatina y cetonas
ciclicas en presencia de una minima cantidad de agua desionizada
(Esquema 19).61» Pasados 5 dias a 18 °C, se aislaron los productos finales

con buenos rendimientos (70-95%) y selectividades de moderadas a

60 W. Haoran, W. Zhi, Z. Hong, C. Ge, Y. Hong, W. Lei, Green Chem. Lett. Rev. 2014, 7,
145-149.

61 ) H.-H. Li, Y.-H. He, Z. Guan, Green. Chem. 2011, 13, 185-189; b) Z. Q. Liu, Z.-W.
Xiang, Z. Shen, Q. Wu, X.-F. Lin, Biochemie 2014, 101, 156-160.
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excelentes (57/43 a >99/1 dr; 27-82% ee). En esta adicién alddlica
asimétrica intermolecular entre cetonas, los autores detectaron que,
mientras que el tamafo y la naturaleza electronica de los sustituyentes
del anillo de fenilo de la isatina no mostraban una gran influencia, el
tamarfio de la cetona ciclica si que ejercia un efecto importante en la

actividad y la selectividad.

(6]
R1—| A o s RZ/\HARB Nucleasa p1
Z~N o sin disolvente 1
H 18 °C, 5 dias 1
R'= 5-H, 5-F, 5-Cl, R%R3= -(CH,),-,
5-Br, 5-NO,, 4-Br, -(CHy)3-,
7-F -CH,OCHy-

Esquema 19. Reaccién aldélica asimétrica entre derivados de isatina y cetonas
ciclicas catalizada por la nucleasa pl de Penicillium citrinum.

1.2.2. Reaccién de Henry (Nitroaldélica)

La reaccién de Henry o nitroalddlica es uno de las transformaciones
mas clasicas y utiles de formaciéon de enlaces carbono-carbono en
quimica organica.f? Esta estrategia, en la cual la economia atémica es
una ventaja caracteristica, proporciona acceso a B-nitroalcoholes
racémicos y Opticamente activos, que actiian como precursores clave en
la sintesis de compuestos bioactivos y con aplicacién farmacolégica. Se
ha aplicado la Biocatéalisis de manera no convencional y eficiente en la
reaccion entre aldehidos y 1-nitroalcanos, haciendo uso mayormente de

hidroxinitrilo liasas e hidrolasas.53

Por ejemplo, es posible llevar a cabo la reaccién de Henry entre
aldehidos aromadticos y un gran exceso de nitroalcanos (26 equiv)
empleando la lipasa A de Aspergillus niger en un medio organico/agua
(Esquema 20).64 Asi, se obtuvieron los correspondientes B-nitroalcoholes

con rendimientos hasta del 95% a 30 °C, mientras que el proceso

62Y. Alvarez-Casao, E. Marques-Lopez, R. P. Herrera, Symmetry 2011, 3, 220-245.

63 S, E. Milner, T. S. moody, A. R. Maguire, Eur. J. Org. Chem. 2012, 3059-3067.

64 7.-G. Le, L.-T. Guo, G.-F. Jiang, X.-B. Yiang, H.-Q. Liu, Green Chem. Lett. Rev. 2013,
6, 277-281.
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transcurrié con conversiones bajas en las reacciones catalizadas por la
enzima desnaturalizada o por la la proteina albumina de suero bovino

(BSA).

O Lipasa A de OH
Asperagillus niger R2
rill ] H * RECHNO; mo@n R-L
L n-propanol/H,0 (2:1) L NO,

30°C, 24-120 h
R'=H, 2-NO,, 3-NO,, 4-NO,, 2-Cl, 4-Cl, 2-OH, 4-OH, 4-Me
R2=H, Me, Et

Esquema 20. Reaccién nitroaldélica entre aldehidos aromaticos y nitroalcanos
catalizada por la lipasa A de Aspergillus niger.

En nuestro grupo de investigacién se describié que la PPL era
activa en la catdlisis de la reaccibn entre nitrometano y 4-
nitrobenzaldehido en un sistema bifasico compuesto por el propio
nitrometano y agua (4:1 w/w) a 30 °C, obteniendo un 65% de conversién
tras 48 h a 250 rpm.® Es importante destacar que la PPL
desnaturalizada también fue activa con un 31% de conversién, lo que
podria sugerir algin tipo de catalisis inespecifica por parte de la
enzima. Esta hipdtesis se corroboré por el hecho de que la reaccién
catalizada por la BSA alcanz6 un 91% de conversiéon bajo las mismas

condiciones de reaccion.

De forma similar, otras dos lipasas ampliamente conocidas como
son la lipasa de Pseudomonas cepacia (PSL) y la CAL-B catalizaron la
reaccion de Henry, aunque se establecié que el mecanismo de accién no
estaba asociado al centro activo de la correspondiente enzima.5¢ No
obstante, se demostr6 mediante una serie de experimentos
espectroscopicos que los protocolos de inmovilizacién tenian una
influencia significativa en la accién promiscua enzimatica, debida a la
contribucién de los mismos a una variaciéon en la estructura secundaria
de la enzima que tiene como consecuencia la mejora de los valores de

conversion.

65 E. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Org. Process Res. Dev. 2011, 15, 236-240.
66 D. F. Izquierdo, O. Barbosa, M. I. Burguete, P. Lozano, S. V. Luis, R. Fernandez-
Lafuente, E. Garcia-Verdugo, BSC Adv. 2014, 4, 6219-6225.
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Ademas, otras hidrolasas han catalizado la reaccién de Henry, como
la glucoamilasa de Aspergillus niger (AnGA)¢" o la D-aminoacilasa.®® En
el caso de la reaccion de Henry catalizada por AnGA se emplearon una
serie de aldehidos (hetero)arométicos y distintos nitroalcanos (5 equiv)
como nitrometano, nitroetano y nitropropano en una mezcla de etanol y
agua (85:15 v/v) a una temperatura 6ptima de 30 °C.67 La actividad
catalitica especifica de la glucoamilasa AnGA en el proceso quedd
ampliamente demostrada por medio del disefio racional de experimentos
de control, incluyendo la presencia de posibles inhibidores como iones
metalicos (Ag* y Cu?) o miglitol, pero también reactivos
desnaturalizantes como urea o guanidina. De otra manera, también es
posible llevar a cabo la reaccién de Henry en un tunico disolvente
organico, como ocurre con la D-aminoacilasa de Fscherichia coli como
biocatalizador promiscuo, donde el DMSO fue el mejor disolvente para
el proceso a 50 °C.68 A pesar de demostrarse la actividad catalitica
especifica, la estereodiscriminacion observada fue despreciable en
ambos casos.

Un ejemplo interesante es la estrategia en dos pasos de reacciéon en
la cual se sintetizan una serie de B-nitroalcoholes por combinacién de
una reaccién nitroalddlica catalizada por la D-aminoacilasa con la
resolucion cinética de los nitroaldoles racémicos obtenidos catalizada
por la PSL (Esquema 21).82 Tanto los alcoholes como los
correspondientes acetatos se obtuvieron con buenos rendimientos y
excesos enantioméricos elevados (>84% ees; >96% eep; £>150), en un
proceso solamente limitado para aldehidos orto-sustituidos, que

resultaron inertes en el segundo paso de resolucién cinética enzimatica.

67 N. Gao, Y.-L. Chen, Y.-H. He, Z. Guan, RSC Adv. 2013, 3, 16850-16856.
68 J.-L. Wang, X. Li, H.-Y. Xie, B.-K. Liu, X.-F. Lin, /. Biotechnol. 2010, 145, 240-243.
69 F. Xu, J. Wang, B. Liu, Q. Wu, X. Lin, Green. Chem. 2011, 13, 2359-2361.
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OH
NO,

R

&

(e}
D-Aminoacilasa
A H + CH3NO,
DMSO R
Z 50 °C, 0.5-3 h

R= H, 4-NO,, 3-NO,, 2-NO,, 4-Cl, 3-Cl, 2-Cl, 4-Me, 4-OMe

OAc
o :
N02+)J\ PSL N NO, N NO,
O/\ tolueno R_I R
30°C = =

12h (R)-Acetato (S)-Alcohol

OH

nQ
I

/

R

\

R=H, 4-NO,, 3-NO,, 4-Cl, 3-Cl, 4-Me, 4-OMe
>84% ees, >96% ee,; E>150

Esquema 21. Metodologia para la obtencién de B-nitroalcoholes y los acetatos

derivados en dos pasos de reaccion: reacciéon nitroalddlica catalizada por la D-

aminoacilasa y resolucién cinética catalizada por la PSL empleando acetato de
vinilo como dador de acilo.

1.2.3. Reaccion de Baylis-Hillman

La reaccién de Morita-Baylis-Hillman (MBH) identifica la reaccién
de formacion de enlaces carbono-carbono entre la posicion a de un
compuesto carbonilico a,f-insaturado activado y el carbono electréfilo de
un aldehido para obtener alcoholes alilicos. Este se efectué de forma
biocatalitica promiscua por primera vez por Reetz y colaboradores.” El
estudio enzimatico se realizé tomando como transformacién modelo la
reaccion estandar en la quimica de Morita-Baylis-Hillman entre
ciclohex-2-enona y 4-nitrobenzoaldehido, obteniéndose bajas conver-
siones con lipasas y esterasas (menores del 10%) y valores moderados
con la BSA (35% de conversién, Esquema 22). Estos resultados podrian
sugerir una catalisis no especifica por parte de los restos de histidina de
la proteina, lo que ademas resulta légico, ya que a menudo se emplean
derivados de 1imidazoles como catalizadores para este tipo de
reacciones.”” En el caso de las enzimas, solo la lipasa de pancreas de
cerdo indujo cierta enantioselectividad, obteniéndose el producto con

una conversion del 7% y un 2% ee.

70 M. T. Reetz, R. Mondiére, J. D. Carballeira, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 1679-1681.
71 K. Asano, S. Matsubara, Synthesis 2009, 3219-3226.
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OH O

Catalizador (30 mg)
tampon KPi, CH3CN O ‘
OoN

30°C 2

4-10% conversion
<2% ee

Esquema 22. Reaccién de Morita-Baylis-Hillman catalizada por lipasas o
esterasas.

No fue hasta este mismo ano cuando aparecieron nuevos estudios de
la reaccion promiscua de MBH. Como ya se ha comentando para la
reaccion alddlica, Gupta y colaboradores obtuvieron mezclas del
producto de MBH y del aducto aldélico al llevar a cabo la reaccién entre
ciclohex-2-enona y 4-nitrobenzoaldehido en mezclas de DMSO y agua.?!
La variacion tanto de la relaciéon entre las concentraciones de los
reactivos como de la cantidad de DMSO afnadido provocaron la
obtencién de distintas proporciones del aldol o del producto de MBH, si
bien no se observdé en ningin caso una clara preferencia hacia la
formacién del producto de MBH. La lipasa de Pseudomonas cepacia dio
lugar al mejor exceso enantiomérico (65% ee), formandose el
enantiémero (%) del producto MBH (21% conversién) al emplear un 30%
de DMSO (v/v), no obstante la conversién dirigida a la formacién de este
aducto fue mayor con la lipasa de Mucor javanicus, con la que se obtuvo
un 33% del producto MBH con un 63% ee.

1.2.4. Reaccién de Mannich

Las reacciones multicomponente de tipo one-pot son herramientas
muy interesantes para la preparacién de compuestos organicos de alto
valor aniadido o precursores farmacéuticos, evitando el aislamiento y la
purificacién de intermedios de reaccién, y proporcionando beneficios
destacables en términos de tiempo y econémicos. Un ejemplo tipico es la
reaccion de Mannich que, de forma tradicional, requiere del uso de
complejos metalicos de transicién quirales u organocatalizadores para la

formacién de compuestos B-aminocarbonilicos de manera asimétrica.”

72 X.-h. Cai, B. Xie, Arkivoc 2013, 1, 264-293.
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En los dltimos anos, distintas hidrolasas han permitido el desarrollo de
este tipo de transformaciones, lo que ha sido util para la fabricacién de
compuestos heterociclicos de elevada complejidad y con altos
rendimientos.

Se ha identificado a la lipasa de Candida rugosa (CRL) como la mas
activa en la reaccién entre 4-nitrobenzaldehido (1.0 mmol), anilina (1.1.
mmol) y ciclohexanona (30 mmol) en un sistema medioambientalmente
benigno como es etanol con un contenido de agua del 5%.73 El proceso
optimizado se extendid a otros aldehidos aromaticos y cetonas alifaticas,
dando lugar a la formacién de 12 productos de Mannich que se aislaron,
tras cromatografia de columna en silica gel, con rendimientos entre 20-
94% y diastereoselectividad moderada (Esquema 27).

R3
NH,
CHO o CRL . R
+ + - - - .
R R_A_R " Eonmo "
: 30°C, 24-48 h H
R'=H, NO,, OMe, Ciclohexanona 1
2-Butanona 200 rpm R
CN, Cl, Me 2-Bute
1-Hidroxi-acetona
ceHo Ny N2 o Tripsina 0 = 1 g2
+ R24 + o !
R' O acetona N
37 °C, 24-48 h ; H
R'=H,NO,  R?=4-OMe, 4-Cl, 160rpm R
OMe, CI 3-Cl, 3-NO,, 2-OMe

Esquema 23. Reaccién de Mannich directa catalizada por la CRL (arriba) o la
tripsina (abajo) entre aldehidos aromaticos, anilina sin sustituir o sustituida y
cetonas alifaticas o acetona.

Anilogamente, se ha descrito la tripsina de pancreas de cerdo como
catalizador activo en la formacioén, con rendimientos de 45-93%, de los
aductos de Mannich derivados de la reaccion entre aldehidos
aromaticos, anilinas sustituidas y un gran exceso de acetona, que actua

como reactivo y disolvente (Esquema 23).7 Por otra parte, Wu, Lin y

73 T, He, K. Li, M.-Y. Wu, X.-W. Feng, N. Wang, H.-Y. Wang, C. Li, X.-Q. Yu, J. Mol
Catal. B Enzym. 2010, 67, 189-194.
74 S.-J. Chai, Y.-F. Lai, H. Zheng, P.-F. Zhang, Helv. Chim. Acta 2010, 93, 2231-2236.
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colaboradores demostraron los beneficios del empleo de acetamida como
co-catalizador en la reaccion de Mannich entre (£)-N-(4-
nitrobenciliden)anilina y ciclohexanona catalizada por la CAL-B, en la

que consiguieron incrementar el rendimiento de 25 a 38%.75

La primera reacciéon de Mannich directa asimétrica utilizando
enzimas fue descrita por He, Guan y colaboradores, quienes para ello
emplearon la proteasa de Streptomyces griseus tipo XIV (SGP),
obteniendo rendimientos hasta del 92%, enantioselectividades hasta un
88% ee y diastereoselectividades hasta 92/8 hacia la formacién del
isémero syn.’® Para la reaccién entre 4-nitrobenzaldehido, anilina y un
amplio exceso de ciclohexanona se llevaron a cabo los pertinentes
estudios de optimizacién, estableciendo la mezcla MeCN/H:20 (9:1 v/v)
como mejor disolvente para el proceso (Esquema 24). La reaccién
catalizada por la SGP dio lugar al producto con un 66% de rendimiento,
82% ee y 85/15 dr, una selectividad en cierta manera sorprendente ya
que tanto la reaccién en ausencia de enzima como la reaccién con
albimina de los experimentos de control transcurrieron en cierta
extensién (21-28% rendimiento). Més atn, al emplear la SGP
desnaturalizada se obtuvo el producto de Mannich con un considerable
rendimiento aislado del 87%, no obstante la pureza 6ptica experimentd
una importante pérdida (8% ee). Todos estos datos referentes a la
selectividad sugieren que, efectivamente, la enzima es responsable de la
accién catalitica al dirigir la reaccién de forma estereoselectiva. El
alcance del proceso se demostr6 para una variedad de cetonas, aldehidos
y anilinas, observando una dependencia clara en la reactividad y

selectividad en funcién de la naturaleza del patrén de sustitucion.

75 X.-Y. Chen, G.-J. Chen, J.-L. Wang, Q. Wu, X.-F. Lin, Adv. Synth. Catal. 2013, 355,
864-868.
6Y. Xue, L.-P. Li, Y.-H. He, Z. Guan, Sci. Rep. 2012, 2, 761.
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=
0 e
N CHO X NH, o HN
R1_| + RZ_: +
% Z MeCN/HZO fk/\

X 30°C, 94-168 h

R'= H, 4-NO,, 4-CF3, 4-Br, 4-Cl, 4-F, 3-F, 4-CN, 4-Me,
R2= H, 4-Cl, 4-Me, 4-OMe, 3-Br, 3-Me
X=CH,, S

Esquema 24. Reacciéon de Mannich directa asimétrica entre aldehidos

aromaticos, anilinas y cetonas ciclicas catalizada por SGP.

El mismo grupo de investigacién ha descrito, recientemente, un
proceso muy similar en el que emplean la acilasa I de Aspergillus
melleus en la reaccién asimétrica de Mannich de los mismos sustratos,
para los que se consiguen enantioselectividades hasta del 89% ee,
diastereoselectividades syn/anti hasta un 90/10 y rendimientos de hasta
un 82% en una mezcla de MeCN y tampén de fosfatos pH 8.1 (85:15 v/v)
a 30 °C.77

1.3. Reacciones de Formacién de Enlaces Carbono-
Nitrégeno (Adiciones Tipo Michael)

Las adiciones tipo Michael son transformaciones fundamentales en
sintesis organica que dan lugar a la formacién de enlaces carbono-
heteroatomo con una economia atémica perfecta. En este contexto, las
adiciones tipo Michael biocataliticas promiscuas ofrecen alternativas
respetuosas con el medio ambiente frente a los métodos quimicos
tradicionales de formacién de enlaces C-N y C-S. A continuacién, se

discutira el papel de las hidrolasas en reacciones de aza-Michael.

Nuestro grupo de investigacién fue pionero en este tipo de procesos
promiscuos, describiendo por primera vez la reaccién aza-Michael
catalizada por lipasas de adicién de una serie de aminas secundarias

como pirrolidina, piperidina y dietilamina a acrilonitrilo (Esquema

77 Z. Guan, J. Song, Y. Xue, D.-C. Yang, Y.-H. He, J. Mol. Catal. B Enzym. 2015, 111,
16-20.

56



Antecedentes

25). En el estudio de la reaccién se consideraron diferentes
preparaciones de la CAL-B, observandose que en todos los casos se
producia la transformacién. Sin embargo, la enzima que dio lugar a los
mejores resultados fue la Chirazyme L2 comercializada por Roche, con

la que la reaccion se aceleré hasta 100 veces mas que en ausencia de la

misma.
1 N
R! CAL-B |
NH + /\CN R2’N \/\CN
R? 30 °C, 250 rpm

SN
H H

Esquema 25. Adicién tipo Michael de aminas secundarias a acrilonitrilo

catalizada por la CAL-B.

Mas recientemente, la reaccién aza-Michael regioselectiva entre
aminas primarias y secundarias con acrilatos alquilicos ha sido
catalizada  eficientemente por la CAL-B, formandose los
correspondientes B-aminoésteres con rendimientos de 31-94% después

de tiempos cortos de reaccién en tolueno a 60 °C (Esquema 26).7

(0]
(o] -
T T
R" "R2 X OR3 tolueno D
R, R2= H, R%= Me, Et, n-Bu 90 °C. 35N R
alquilo, arilo

Esquema 26. Reaccién de aza-Michael entre aminas y acrilatos catalizada por
la CAL-B.

Castillo y colaboradores han desarrollado, recientemente, una
estrategia basada en la ingenieria del medio de reaccién para controlar
la quimioselectividad de las adiciones aza-Michael catalizadas por la
CAL-B entre bencilamina y diferentes ésteres a,B-insaturados de alquilo

y acrilato de fenilo, de tal manera que la formacién de los aductos de

78 Q. Torre, I. Alfonso, V. Gotor, Chem. Commun. 2004, 1724-1725.
79 K. P. Dhake, P. J. Tambade, R. S. Singhal, B. M. Bhanage, Tetrahedron Lett. 2011,
67,2681-2688.
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aza-Michael o de los productos de amindlisis se explica en funciéon de
Iinteracciones termodinamicas.8 Asi, el uso de disolventes no polares
dirige la reacciéon hacia la formaciéon de los aductos aza-Michael,
mientras que los productos de amindlisis estan favorecidos en
disolventes polares, observandose una elevada quimioselectividad con

rendimientos bajos para este segundo proceso.

La lipasa de Rhizomucor miehei (RML) cataliza eficientemente la
reaccion de aza-Michael entre acrilatos de alquilo y alquilaminas,
alcanolaminas y diaminas, originando 22 B-aminoésteres MN-sustituidos
con rendimientos entre 45-100%.8! Se estudidé el efecto de unos pocos
disolventes organicos como hexano, tolueno o éter diisopropilico, obser-
vando una fuerte dependencia de este parametro con la naturaleza del
nucleéfilo. Es destacable la formacion del aducto derivado de la doble
Michael, obtenido como unico producto al llevar a cabo la reaccién de
Michael catalizada por la RML con etanolamina en hexano. Los autores
atribuyen este caso particular de doble adicién a la baja solu-bilidad del
aminoalcohol en hexano, lo que provocaria un importante exceso de
acrilato en el medio de reaccion y, por tanto, conduciria a la formacién
inesperada del producto di-aza-Michael. Por otra parte, al actuar las
diaminas como nucleéfilos (1,3-propanodiamina y 1,12-dodecilamina) la

lipasa catalizé la adicién a uno de los grupos amino exclusivamente.

Cabe destacar los valores de actividad mostrados por la lipasa de
Chromobacterium viscosum y la lipasa de Pseudomonas stutzeri en la
reaccién entre aminas primarias, secundarias o aminoalcoholes lineales
y una serie de acrilatos como el acrilato de metilo, acrilato de etilo,
acrilato de butilo, crotonato de metilo o metacrilato de metilo (Esquema
27).82 En el proceso se observ) una preferencia clara hacia la sintesis
quimioselectiva de los productos de adicién 1,4-aza-Michael, aunque en

80 J. D. Rivera-Martinez, J. Escalante, A. Lépez-Munguia, A. Marty, E. Castillo, . Mol.
Catal. B Enzym. 2015, 112, 76-82.

81 L. N. Monsalve, F. Gillanders, A. Baldessari, Eur. J. Org. Chem. 2012, 1164-1170.

82 P, Steunenberg, M. Sijm, H. Zuilhof, J. P. M. Sanders, E. L. Scott, M. C. R. Franssen,
J. Org. Chem. 2013, 78, 3802-3813.
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algunos casos la reaccién de amindlisis tuvo lugar en una extension
significativa, observandose incluso la formacién del producto derivado
de la reaccién secuencial de adicién 1,4 y la sucesiva aminélisis (hasta
un 29%). La correcta eleccién de la enzima, la concentracién de sustrato
y el disolvente permitid, tras un exhaustivo estudio, la modulacién de la

quimioselectividad del proceso.

H O
Lipasa R3J\KMNR4R5

3 2
u Amina o aminoalcohol 4 R 9 R

3 NS 1 R )\)J\ 1 +
R 2 OR disolvente organico Ns ) OR 5

R 60 °C, 4-96 h R® R R® O
RY
Producto l}l)\)J\NR“R5
mayoritario RS R?

Esquema 27. Competencia entre la adicién 1,4-aza-Michael, la reaccion de
amindlisis y la secuencia adicién 1,4-aza-Michael—amindlisis en la reacciéon
catalizada por lipasas entre derivados aminados y distintos acrilatos.

Del mismo modo, en la reaccién entre aminas alifaticas y propiolato
de etilo se observé esta competicién entre la adicién aza-Michael y la
amindlisis.®® La relacion de los productos obtenidos en las
biotransformaciones catalizadas por la CRL, CAL-B, PPL, PSL y RML
tuvo una gran dependencia del medio de reaccién, advirtiéndose que el
producto mayoritario cambiaba simplemente al emplear distintos
disolventes, entre otros 1,4-dioxano, isooctano, MeCN, tolueno o tert
butil metil éter (TBME). La preferencia hacia la formacién de las
propiolamidas N-sustituidas fue excelente cuando la CAL-B actué como
biocatalizador, para lo cual también tuvo una influencia significativa el
modo de agitacién, alcanzandose conversiones completas con agitacién
magnética mientras que se observaron cinéticas de reaccién mas lentas
al utilizar agitacién orbital. El proceso se extendi6 a otros nucledfilos
como alcohol bencilico y mercaptano de bencilo, donde la adicién 1,2
hacia la formacién de los correspondientes éster y tioéster,

respectivamente, estuvo favorecida en ambos casos.

83 S, Bonte, I. O. Guinea, I. Baussanne, J.-P. Xuereb, R. Dinica, M. Demeunynck,
Tetrahedron 2013, 69, 5495-5500.
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Objetivos

En la introducciéon de este bloque se ha puesto de manifiesto la
creciente importancia de las biotransformaciones en aplicaciones
sintéticas organicas, las cuales transcurren con elevada eficiencia
catalitica y siguiendo los doce principios béasicos de la Quimica
Sostenible. Asimismo, se ha descrito la capacidad de ciertas enzimas
para catalizar procesos que difieren de su funcién natural. Por ello, nos
hemos planteado explorar nuevas posibilidades sintéticas de la proteasa
de Bacillus Ilicheniformis, comercialmente accesible en su forma

inmovilizada como un agregado enzimatico de enlaces entrecruzados
(Alcalasa-CLEA®).

Los procesos que se abordaran seran aquellos para la formacién de

enlaces:

- Carbono-carbono como la reaccién alddlica, Baylis-Hillman,
Henry o Mannich

- Carbono-nitrégeno como adiciones tipo Michael

En el caso de llevar a cabo con éxito el descubrimiento de nuevas
actividades cataliticas de la enzima mencionada, se realizaria una
optimizacion de los parametros de reaccién mas importantes que afecten

a los distintos procesos de manera individual.
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Resultados y Discusion

Habiendo quedado patente la importancia de la catalisis enzimatica
en sintesis organica, asi como el creciente interés en procesos de
promiscuidad catalitica, se detallara a continuacion el estudio realizado
en reacciones de formacién de enlaces C-C y C-heteroatomo, en las que
se ha usado por primera vez como catalizador la proteasa de Bacillus
licheniformis en su forma inmovilizada Alcalasa-CLEA®. Asi, se
discutira la actividad de la enzima mediante experimentos de control,
comparando los resultados obtenidos en las reacciones catalizadas por la
proteasa con aquellas reacciones que transcurren en ausencia de
catalizador o con la enzima en su forma desnaturalizada o inhibida,
analizando también otros factores como la influencia de la temperatura
en la eficiencia catalitica de la proteasa. Los resultados obtenidos se

encuentran agrupados en funcién del tipo de reaccién estudiada.

1.4. Reacciones de Formacion de Enlaces C-C

Inicialmente, se plante6é el estudio del comportamiento de la
Alcalasa-CLEA® en reacciones de formacion de enlaces carbono-carbono
como la reaccién de adicién aldélica, Henry, Baylis-Hillman o Mannich,

todos ellos procesos de gran interés desde un punto de vista sintético.

1.4.1. Reaccién de Adicion Aldélica

En primer lugar, se evalu6 el caracter promiscuo de la Alcalasa-
CLEA® en la adiciéon alddlica entre un aldehido aromaéatico como el 4-
nitrobenzaldehido (1) y una cetona alifatica como la acetona (2), una de
las transformaciones méas empleadas para la preparaciéon de B-

hidroxicetonas (Esquema 28).
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(o) Catallzador
O
H +
30-60 °C
O.N 250 rpm, 48 h
1 2 3 4

Esquema 28. Reaccién alddlica entre 4-nitrobenzaldehido y acetona.

Las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo con acetona como
reactivo y disolvente al mismo tiempo, afiadiendo agua como aditivo en
algunos casos y a diferentes temperaturas comprendidas entre 30 y 60
°C. Los datos experimentales se han recogido en la Tabla 2 y se discuten
a continuacién. Mientras que la formacién del producto en ausencia de
catalizador no tuvo lugar (entrada 1), la Alcalasa-CLEA® catalizé la
formacién de un 24% de la B-hidroxicetona (/)-3 aislada con un 7% ee
(entrada 2). La presencia de agua en el medio provocé un aumento de la
conversién hasta un 45% (20% de agua como cosolvente, entrada 3),
incrementandose ligeramente en estas condiciones la induccién quiral
para la formacién de (£)-38 (11% ee). Estos resultados reflejan la clara
influencia que el medio de reaccién y, en particular, el agua ejerce tanto

en la actividad catalitica como en la estabilidad de la proteina.s*

Con el fin de demostrar la actividad catalitica promiscua de la
proteina y descartar la posibilidad de una catalisis inespecifica o bien de
un mecanismo de reaccién no promiscuo, se diseflaron una serie de

experimentos de control (entradas 4-8, Tabla 2).

84 3) G. Carrea, S. Riva, Organic Synthesis with Enzymes in Non-Aqueous Medium,
Wiley-VCH, Weinheim (Alemania), 2008; b) P. Lozano, Green Chem. 2010, 12, 555-569;
¢) M. J. Hernaiz, A. R. Alcantara, J. I. Garcia, J. V. Sinisterra, Chem. Eur. J. 2010, 16,
9422-9437.
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Tabla 2. Adicién aldélica entre 4-nitrobenzaldehido (1) y acetona (2) tras 48 h a
250 rpm.

Entrada Catalizador T(C) H,0(%) c(%)*® 3(%)* 4(%)
1 - 30 -- <3 <3 -
2 Alcalasa 30 -- 24 24 (7) -
3 Alcalasa 30 20 45 45 (11) --
4 Audc(>;;)n;rc;l:g)20|co 30 20 <3 <3 _
5 BSA 30 -- <3 <3 -
6 Alcalasa desnat. 30 -- 28 28 (8) --
7 Alcalasa desnat.® 30 - 4 4 -
8 Alcalasa inhibida' 30 - 5 5 -
9 - 45 - 4 4 -
10 Alcalasa 45 - 33 30 (8) <3
11 Alcalasa 45 20 72 68 (13) 4
12 - 60 -- 3 3 --
13 Alcalasa 60 -- 43 39 (5) 4
14 Alcalasa 60 20 97 84 (12) 13

a Porcentajes de los productos determinados por 'H-RMN del crudo de reaccién.

b Conversién referida a la concentracién de 3+4 en comparacién con 1.

¢ Entre paréntesis se indica el exceso enantiomérico del alcohol 3, determinado por
HPLC. No se han medido los ee para valores de conversién inferiores al 5%.

dEnzima desnaturalizada, tratada previamente con H20 durante 1 h a 150 °C.

e Enzima desnaturalizada, tratada previamente con urea en H20 durante 72 h a 150 °C.
f Enzima inhibida, tratada previamente con fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
durante 16 h a 30 °C.

Debido a la facilidad que presentan los aldehidos para oxidarse a
4acidos carboxilicos en medios acuosos, se efectué la reaccién en
presencia de un 5% en peso de acido 4-nitrobenzoico, para descartar una
posible influencia del mismo en la catalisis de la reaccién. El producto
no se detect6 en el crudo de reaccién (entrada 4), por lo que se descartéd
que la reacciéon pudiera transcurrir a través de la oxidaciéon quimica del
aldehido, quedando excluida la posibilidad de que el correspondiente
acido carboxilico fuera el responsable de la reaccion alddlica.
Seguidamente, se realizaron una serie de experimentos con la intencién
de confirmar la especificidad catalitica de la proteasa. En ellos se

emplearon:
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v la albimina de suero bovino (BSA, entrada 5)

v" la Alcalasa-CLEA® desnaturalizada por calentamiento durante 1
h a 150 °C (entrada 6); o por tratamiento con urea durante 72 h a 150 °C
(entrada 7)

v' la Alcalasa-CLEA® inhibida por tratamiento durante 16 h a 30 °C
con fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, entrada 8), inhibidor
comunmente utilizado para las proteasas serinicas y cuya estructura se
muestra a continuacién (Figura 4).85

o O
Figura 4. Estructura del PMSF.

Por una parte, al emplear la BSA en sustitucién de la proteasa sélo
se observaron los productos de partida en el crudo de reaccién, mientras
que, por otra, con el biocatalizador desnaturalizado en condiciones
suaves las conversiones fueron muy similares a las obtenidas con la
enzima (entrada 6). Este ultimo resultado supone que el tratamiento de
desnaturalizacién no fue efectivo y la proteina conserv) su estructura,
necesaria para la catalisis de la adicién alddlica. Al forzar las
condiciones de desnaturalizacion afadiendo urea y aumentando el
tiempo de calentamiento solo se obtuvieron trazas del producto final
(4%, entrada 7), resultado que se repitié al llevar a cabo la reaccién con
la enzima inhibida (5%, entrada 8), lo que sugiere que la estructura
terciaria de la proteasa es necesaria para realizar la reaccion alddlica
promiscua de manera eficiente. De esta forma quedé demostrado de
forma inequivoca el caracter promiscuo de la Alcalasa-CLEA®
proveniente de la proteasa de Bacillus licheniformis.

A continuacién, se estudié el efecto de la temperatura en la
velocidad de reaccién, para lo cual las biotransformaciones se realizaron
a 45 y 60 °C. Contrariamente a lo que ocurria a 30 °C, en ausencia de
enzima se formaron pequenas cantidades del producto racémico 3

85 B. Johnvesly, G.R. Naik, Process Biochem. 2001, 37, 139-144.
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(entradas 9 y 12). Sin embargo, al actuar la proteasa como catalizador
se produjo un incremento notable en la formacién del producto
6pticamente activo (£)-3 (entradas 10 y 13), que fue mayor a 60 °C (30-
39%), temperatura cercana a la temperatura éptima de la enzima
(65 °C). En todo caso, la actividad éptica del aldol 3 fue baja en ambas
pruebas (5-8% ee). Finalmente, se estudié el efecto de la temperatura en
condiciones htimedas (20% de agua, entradas 11 y 14), observando una
mayor formacién del aldol (£)-3 tanto a 45 °C como a 60 °C (68-84% y 12-
13% ee, Figura 5), acompanada de la aparicién de cantidades
apreciables del producto 4 de deshidratacién quimica (4-13%).
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Figura 5. Cromatogramas de HPLC empleando columnas de relleno quiral para
el aldol 8 racémico y 6pticamente activo (13% ee).

1.3.2. Reaccién de Henry (Nitroaldélica)

El segundo proceso en el que se estudié el posible caracter
promiscuo de la Alcalasa-CLEA® fue la reacciéon de Henry entre 4-
nitrobenzaldehido (1) y nitrometano (5), usando el propio nitrometano
seco como disolvente de la reaccion. Los resultados se recogen en la
Tabla 3 y se discuten a continuacion.
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Tabla 3. Reaccién de Henry entre 4-nitrobenzaldehido (1) y nitrometano (5)
tras 48 h a 250 rpm.

o) CH3NO, (5) OH «__NO NO,
Catalizador 2
30-60 °C ON
O,N 48 h, 250 rpm O,N 2 O,N
1 (2)-6 7 8

Entrada Catalizador T(2C) H,0(%) (%) 6(%)° 7(%)° 8(%)

1 -- 30 - <3 <3 -- -
2 Alcalasa 30 - 34 27 7 --
3 BSA 30 - <3 <3 -- -
4 BSA 30 20 93 88 5 -
5 Alcalasa desnat.* 30 - 12 8 4 --
6 Alcalasa desnat.* 30 -- <3 <3 -- --
7 Alcalasa inhibida® 30 - 8 8 - --
8 -- 45 - <3 <3 -- --
9 Alcalasa 45 - 67 50 13 4
10 Alcalasa’ 45 - 97 70 10 17
11 - 60 - <3 <3 - --
12 Alcalasa 60 - 84 60 14 10
13 -- 80 - <3 <3 -- -
14 Alcalasa 80 - 95 61 12 22

a Porcentajes de los productos determinados por 'H-RMN del crudo de reaccién. En
todos los casos se aisl6 el producto racémico identificado por analisis de HPLC.

b Conversién referida a la concentracién de los productos 6+7+8 en comparacién con 1.

¢ Enzima desnaturalizada, tratada previamente con H2O durante 1 h a 150 °C.

d Enzima desnaturalizada, tratada previamente con urea en H20 durante 72 h a 150 °C.
e Enzima inhibida, tratada previamente con PMSF durante 16 h a 30 °C.

fSe empled doble cantidad de enzima.

Analogamente a lo ocurrido en la reaccién aldélica, no se observé la
formacién de ninguin producto de reacciéon en ausencia de catalizador
(entrada 1), mientras que la proteasa promovié la reaccién hacia la
formacién del nitroalcohol racémico 6 con un 27% de conversién tras
48 h de reaccién (entrada 2). Para excluir la posibilidad de una catalisis
inespecifica, se empled la proteina BSA sin observarse reaccion alguna
(entrada 3). Cabe destacar que en este caso no fue posible utilizar
pequenas cantidades de agua debido a que la propia BSA cataliza la
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reaccion de Henry de manera no especifica en disolventes acuosos
(entrada 4).65

A continuacién, se empled la Alcalasa-CLEA® desnaturalizada en
condiciones suaves (entrada 5), la Alcalasa-CLEA® desnaturalizada en
condiciones m4s agresivas (entrada 6) y la Alcalasa-CLEA® inhibida con
PMSF (entrada 7). En el primer caso, en el que se utilizé la proteasa
desnaturalizada en condiciones suaves, se alcanz6 un 12% de conversion
formandose una pequeiia cantidad del nitroalcohol racémico 6 (8%) y del
producto de deshidratacién 7 (4%, entrada 5), mientras que no se
observd conversion alguna al extremar las condiciones de desnaturali-
zacién (entrada 6), lo que indica que el tratamiento de desnaturalizacién
elimina la actividad nitroaldélica y confirma la actividad catalitica de la
proteasa. Finalmente, al utilizar la Alcalasa-CLEA® inhibida como
biocatalizador en la reaccién de Henry la actividad catalitica de la
proteina se redujo considerablemente (8% del producto racémico 6,
entrada 7), lo que concuerda una vez mas con la catalisis de la reaccién

por parte del centro activo de la enzima.

Pretendiendo facilitar la formacién del producto final se increment6
la temperatura del proceso, observandose que en ausencia de enzima no
se obtenian cantidades apreciables del nitroalcohol 6 (45-80 °C, entradas
8, 11 y 13). Por el contrario, en presencia de enzima se produjo un
aumento muy significativo de la conversién (67-95%, entradas 9, 12 y
14). Desafortunadamente, los experimentos de 'H-RMN de los crudos de
reaccion confirmaron la presencia de dos subproductos, la olefina 7 y el
dinitrocompuesto 8, estando la formacién de este ultimo especialmente
favorecida a altas temperaturas (entrada 14). Las condiciones 6ptimas
de reaccién se establecieron, por tanto, a una temperatura de 45 °C y
empleando el doble de cantidad de enzima (entrada 10), obteniéndose
un 70% del producto deseado (+)-6. La naturaleza racémica de 6 no es
sorprendente pues apenas existen en la literatura procesos asimétricos

en la reaccién de Henry promiscua, hecho que deberia ser abordado con
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un estudio de modelizacién molecular mas extenso que el objeto de este

trabajo.

1.4.3. Reaccién de Baylis-Hillman

La eficiencia catalitica de la proteasa de Bacillus licheniformis se
evalud para la reaccién de Baylis-Hillman entre el 4-nitrobenzaldehido
(1) y la metil vinil cetona (9, Tabla 4), un proceso para el que nunca se
habia estudiado la accién catalitica de una proteasa. Asi, mientras que
no se observd reaccién alguna en ausencia de enzima (entrada 1), el
proceso en presencia de la proteasa dio lugar al producto con una

conversién baja (7% después de 48 h de reaccién, entrada 2).

Tabla 4. Reaccién de Baylis-Hillman entre 4-nitrobenzaldehido (1) y metil vinil
cetona (9) tras 48 h a 250 rpm.

O OH O
H o+ (0] Catalizador
/©)L \)J\ MeCN M
O,N tampon KPipH7  O,N
1 ° 483h(?-3200?pm (+)-10
Entrada Catalizador T (2C) c (%)°
1 - 30 <3
2 Alcalasa 30 7
3 Alcalasa desnaturalizada® 30 7
4 Alcalsa desnaturalizada® 30 6
5 Alcalasa inhibida® 30 6
6 - 45 2
7 Alcalasa 45 16
8 Alcalasa desnaturalizada® 45 16
9 - 60 13
10 Alcalasa 60 23
11 Alcalasa desnaturalizada® 60 30

a Porcentajes de los productos determinados por H-RMN del crudo de reaccién. En
todos los casos se aislé el producto racémico identificado por andlisis de HPLC.

b Enzima desnaturalizada, tratada previamente con H20O durante 1 h a 150 °C.

¢Enzima desnaturalizada, tratada previamente con urea en H2O durante 72 h a 150 °C.
d Enzima inhibida, tratada previamente con PMSF durante 16 h a 30 °C.
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De un modo similar a lo descrito por Reetz y colaboradores,™ los
cuales encontraron valores de actividad semejantes para ciertas lipasas
y albuminas de distintos tipos en la reaccién de Morita-Baylis-Hillman,
se observé que la enzima desnaturalizada o inhibida promovia la
reaccién en una magnitud similar a la de la proteasa (6-7%, entradas 2-
5), lo que concuerda con la hipétesis que plantea que la reaccién de
Baylis-Hillman tiene lugar a través de una catalisis inespecifica mas
que por promiscuidad catalitica. Finalmente, la reaccién se efectud a
mayores temperaturas, observandose un aumento de la contribucién

quimica, especialmente a 60 °C (2-13%, entradas 6 y 9).

Como era de esperar, en el proceso catalizado por la proteasa se
obtuvieron mayores velocidades de reaccién, tanto a 45 °C (16%, entrada
7) como a 60 °C (23%, entrada 10), resultados similares a los observados
con la enzima desnaturalizada (entradas 8 y 11) y que se ajustan una
vez mas a la idea de una catdlisis inespecifica para la formacién del

producto final en forma racémica.

1.4.4. Reaccién de Mannich

Con la intencion de ampliar las aplicaciones sintéticas de la
proteasa de Bacillus licheniformis, se estudié su eficiencia catalitica en
la reaccién de Mannich de tres componentes (4-nitrobenzaldehido,
acetona y anilina), donde la propia acetona se utilizé como disolvente.
Formalmente, el proceso es comparable a la adicién alddlica
previamente estudiada en la seccion 1.4.1, empleando adicionalmente
anilina (11). Los resultados se han recogido en la Tabla 5 y la
interpretacion de los valores experimentales obtenidos se expone a

continuacion.

En primer lugar, se llevo a cabo la reacciéon en ausencia de enzima
(entrada 1), observandose la formacién de una minima cantidad de la
amina secundaria 12 (3%), pero de cantidades significativas de la B-
hidroxicetona 8 (18%) producto de la reaccién alddlica entre la acetona

(2) y el 4-nitrobenzaldehido (1). La contribucién quimica de la anilina en
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la formacion de 3 queda confirmada una vez analizados los resultados
obtenidos en la correspondiente reacciéon alddlica sin presencia de
anilina, donde en ausencia de catalizador no se observaba la formacion

de ningtn producto de reaccién (entrada 1 de la Tabla 2).

Tabla 5. Reaccién de Mannich entre 4-nitrobenzaldehido (1), acetona (2) y

anilina (11) tras 48 h a 250 rpm.
©\ OH O
NH O

Catallzador .
Acetona H,O
OoN

30-60 °C
250 rpm, 48 h O2N ()12 ()3

Entrada Catalizador T(2C) (%) 3(%)° 12(%)
1 - 30 21 18 3
2 Alcalasa 30 64 35 29
3 Alcalasa“ 30 58 35 23
4 BSA 30 57 57 -
5 Alcalasa desnaturalizada® 30 66 54 12
6 Alcalasa desnaturalizada® 30 52 38 14
7 Alcalasa inhibida’ 30 81 31 50
8 PMSF® 30 84 19 75
9 - 45 74 66 8
10 Alcalasa 45 97 51 46
11 -- 60 91 87 4
12 Alcalasa 60 >97 71 29

a Porcentajes de los productos determinados por 'H-RMN del crudo de reaccién.

b Conversién referida a la concentracién de 3+12 en comparacién con 1.

¢ La anilina fue afiadida en tres veces (1/3 de la cantidad final cada 16 h).

dEnzima desnaturalizada, tratada previamente con H20 durante 1 h a 150 °C.

¢ Enzima desnaturalizada, tratada previamente con urea en H20 durante 72 h a 150 °C.
f Enzima inhibida, tratada previamente con PMSF durante 16 h a 30 °C.

¢ Se han afadido 0.25 equiv de PMSF (0.08 mmol).

A continuacién, se empleé la Alcalasa-CLEA® como catalizador de la
reaccion de Mannich, proceso para el cual la enzima mostré una
actividad elevada en la formacién del aldol (35%) y del aducto Mannich
(29%), ambos en su forma racémica (entrada 2). Por tanto, es destacable
la catalisis de la proteasa en la reaccién de Mannich, ya que en ausencia
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de la misma apenas se habia observado la formacién de 12 (entrada 1).
Se proyectaron los esfuerzos entonces en aumentar la selectividad hacia
el producto de Mannich 12 afadiendo la anilina por partes en un
intento de minimizar la formacién quimica de 3, sin embargo el aducto
de Mannich se aislé con un rendimiento ligeramente menor (entrada 3).
Se estudi6 también la especificidad catalitica de la proteasa, la cual
qued6 demostrada en la reaccidén con la proteina BSA, donde se obtuvo
la B-hidroxicetona racémica 8 como tunico producto de reaccién (57%,
entrada 4). Este hecho confirma nuevamente las observaciones previas
en las que se establecia que la anilina promovia la reaccién de adicion

aldélica (comparar con la entrada 5 de la Tabla 2).

Posteriormente, se desnaturalizé la Alcalasa-CLEA® de distintas
formas y se evaluaron las enzimas desnaturalizadas como posibles
catalizadores (entradas 5 y 6), observindose que en ambos casos se
favorecia la formacién del aldol 3 (38-54%) en detrimento del aducto de
Mannich (12-14%), y demostrando asi que la proteasa comercialmente
disponible provoca la formacién de cantidades mayores del producto
Mannich 12. Estos resultados estan en armonia con el hecho de que la
formacién del aldol como subproducto de la reaccién transcurre a través
de una catalisis inespecifica o incluso una reaccién no enzimatica
facilitada por la presencia de anilina, mientras que, por el contrario, la
proteasa esta directamente involucrada en el mecanismo de la reaccién
de Mannich. Sorprendentemente, cuando la enzima se inhibié con
PMSF se obtuvieron cantidades muy elevadas del aducto Mannich (50%,
entrada 7). Para explicar este singular resultado, se llevé a cabo la
reaccién empleando como catalizador de PMSF (0.25 equiv, entrada 8),
reaccion en la que se aislé el producto 12 con un 75% de rendimiento, lo
que demuestra que el PMSF cataliza quimicamente la adicién de
Mannich.

Por dltimo, se comprobd la eficiencia catalitica de la proteasa a
diferentes temperaturas (entradas 9-12). En ausencia de enzima se
obtuvo la p-hidroxicetona 3 derivada de la adiciéon alddlica como
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producto mayoritario tanto a 45 °C como a 60 °C (66-87%, entradas 9 y
11), mientras que la formacién del aducto Mannich 12 aumenté
considerablemente al emplear la Alcalasa-CLEA® como biocatalizador
(29-46%, entradas 10 y 12), quedando asi demostrado el papel catalitico
de la enzima en la reaccion de Mannich.

1.5. Reacciones de Formacién de Enlaces C-N (Adiciones
Tipo Michael)

Una vez demostrada la utilidad de la Alcalasa-CLEA® en la
formacién de enlaces C-C, se investigd su comportamiento en reacciones
de formacién de enlaces carbono-nitrégeno (C-N) para expandir sus
posibilidades cataliticas.

Sobre la base de la experiencia de nuestro grupo de investigacién en
este campo,” se ha estudiado la actividad catalitica de la proteasa en
las adiciones tipo Michael entre una serie de aminas secundarias
ciclicas (pirrolidina y piperidina, 13 y 14, respectivamente) y lineales
(dietilamina, 15) con acrilonitrilo (16). Los resultados experimentales

obtenidos se muestran en la Tabla 6 y en las Figura 6, 7y 8.

En primer lugar, se utiliz6 la pirrolidina (13), compuesto
heterociclico nitrogenado de cinco eslabones, comprobando que su
reaccién con acrilonitrilo (16) catalizada por la Alcalasa-CLEA® tenia
lugar 28 veces mas rapidamente que en ausencia de biocatalizador
(entradas 1 y 2). Estos datos se pueden apreciar visualmente en la
Figura 6a donde se muestra el grado de conversion frente al tiempo de
reaccién, o bien en la Figura 6b en la que se han representado la
concentracion del producto formado 17 frente al tiempo. De esta
manera, la conversion alcanza el 44% después de 70 min de reaccién
(Figura 6a).
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Tabla 6. Velocidades de reacciéon en la adicién tipo Michael entre las aminas
secundarias 18-15 y acrilonitrilo (16).

R Catalizador R
22" + ZOCN m’ RZ,N\/\CN
13-15 16 17-19
O O SN
N N "
13 14 15
Entrada Amina Catalizador Vo (LM/min) Viel
1 13° 14.3 1
2 13° Alcalasa 393.1 28
3 13° Alcalasa inhibida® 28.4 2
4 O —— 4.0 1
5 14° Alcalasa 39.7 10
6 14° Alcalasa inhibida® 8.0 2
7 15° 0.8 1
8 15° Alcalasa 236.2 298
9 15° Alcalasa inhibida® 4.1 5

a Velocidades iniciales relativas de la reaccién de la amina (13-15) con acrilonitrilo (16)
en comparacién con la velocidad en ausencia de catalizador.

b Adicién tipo Michael entre pirrolidina o piperidina (0.05 M) y acrilonitrilo (0.1 M).

¢ Adicién tipo Michael entre dietilamina (0.3 M) y acrilonitrilo (0.3 M).

d Enzima tratada previamente con PMSF a 30 °C durante 16 h.

Para descartar la posibilidad de una catalisis inespecifica, se inhibid
la proteasa con PMSF, observandose que la velocidad de reaccién entre
18 y 16 era sélo ligeramente mayor a la del blanco de reaccién (entrada
3, Vil = 2), y por tanto considerablemente menor al compararla con la
reaccion catalizada por la proteasa. Estos hechos demuestran, sin
ningun tipo de duda, que la estructura terciaria de la enzima es esencial

para catalizar la reacciéon de adicion tipo Michael.
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Figura 6. Formacién del aducto de tipo Michael 17 representando la conversién
(a) o la concentracién (b) frente al tiempo de reaccién.

Los resultados obtenidos con la piperidina (14) siguieron la misma
tendencia (entradas 4-6), aunque con una menor reactividad de la
misma al formarse el aducto de tipo Michael 18 con concentraciones
menores en comparacion con las obtenidas en la reaccién con pirrolidina
(Vo = 39.7 frente a 393.1, entradas 2 y 5). Como en el caso anterior, se
ha representado la formacién del correspondiente compuesto de adicién
tipo Michael 18 frente al tiempo, empleando la amina en concentracion
0.05 M y el acrilonitrilo (16) en 0.1 M (Figura 7), alcanzandose una

conversion del 9% tras 70 minutos de reaccidn.
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Figura 7. Formacién del aducto de tipo Michael 18 representando la conversién
(a) o la concentracién (b) frente al tiempo de reaccién.

Por tltimo, se estudié la adicién tipo Michael entre dietilamina (15)

y acrilonitrilo (16, Figura 8) para la formacién del aducto de tipo

Michael 19. Debido a la menor nucleofilia de las aminas lineales frente

a las aminas ciclicas, fue necesario efectuar la reaccién a mayores

concentraciones tanto de dietilamina (15, 0.3 M) como de acrilonitrilo
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(16, 0.3 M) para obtener valores de conversién apreciables (Figura 8). La
Alcalasa-CLEA® exhibié una eficiencia catalitica notable al acelerar la
reaccién 298 veces méas que en ausencia de enzima (entradas 7 y 8),
mientras que la proteasa inhibida solo aceler6 el proceso en cinco

6rdenes de magnitud cuando se compard con la reaccion en ausencia de

enzima (entrada 9).
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Figura 8. Formacién del aducto de tipo Michael 19 representando la conversién
(a) o 1a concentracién (b) frente al tiempo de reaccién.
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Conclusiones

v En este capitulo se ha demostrado por primera vez el caracter
promiscuo de la proteasa de Bacillus licheniformis en reacciones de
formacién de enlaces carbono-carbono, confirmando que la catdlisis
tiene lugar en el centro activo de la enzima para las reacciones de
adicién alddlica, Henry y Mannich. Unicamente en la reaccién aldélica
se ha observado cierta induccién asimétrica, siendo el enantiémero (£)
el que se forma preferentemente.

v' Se ha demostrado también la capacidad de la Alcalasa-CLEA®
para catalizar la reaccién de Baylis-Hillman con conversiones similares
a las obtenidas cuando la BSA actia como biocatalizador, por lo que se
ha determinado que en este caso la formacién de enlaces C-C ocurre a
través de una catalisis inespecifica.

v" Se ha ampliado el estudio de promiscuidad a reacciones de
formacién de enlaces carbono-nitrégeno, analizando la eficiencia
catalitica de la enzima en la reaccién aza-Michael de adicién de aminas
secundarias tanto ciclicas como lineales a acrilonitrilo, observandose
importantes diferencias entre la reaccién catalizada por la proteasa y
aquellas llevadas a cabo en ausencia de enzima o promovidas por
catalisis inespecifica, siendo la velocidad de reaccién altamente
dependiente de la estructura de la amina.

v En resumen, se ha demostrado la versatilidad de la proteasa de
Bacillus Iicheniformis en su forma comercial Alcalasa-CLEA® como
catalizador enzimatico, ampliandose sus aplicaciones en sintesis
organica conocidas hasta la fecha.

OH O CN 2 OH
. N
. { N N/ N NO.
—\——CN CN
OoN 5 OoN OH O
Ph. ~ ~
NH O H
(—— [ — OoN
O,N Proteasa de Bacillus licheniformis
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Parte Experimental

1.6. General

Los reactivos quimicos proceden de distintas casas comerciales
como Sigma-Aldrich, Acros o Fluka. La proteasa de DBacillus

licheniformis (Alcalasa-CLEA®, 5.81 U/g) fue suministrada por Sigma.

El tolueno utilizado en la reaccién aza-Michael se sec) sobre sodio,
empleando como indicador la benzofenona, se destilé y se almacend bajo

atmésfera de nitrégeno para su uso.

Los reactivos empleados en las reacciones enzimaticas de formacién
de enlaces C-N, asi como la anilina y la metil vinil cetona empleadas en
las reacciones de Mannich y Baylis-Hillman, respectivamente, se
destilaron antes de su uso. El resto de reactivos y disolventes (grado

HPLC) se utilizaron sin tratamientos previos.

1.7. Técnicas de Andlisis

1.7.1. Cromatografia en Gel de Silice

Para la cromatografia en capa fina se han utilizado cromatofolios de
gel de silice POLYGRAM SIL G/UVss4 (0.25 mm de espesor), los cuales
llevan incorporado un revelador ultravioleta, comercializados por
Merck. Como revelador se utilizé una disolucién acuosa formada por un
1% de KMnO4 (2 g), un 5% de K2COs (10 g) y un 5% de NaOH (8
lentejas) en 200 mL de H20, siendo todas las proporciones en

peso:volumen.

Para las cromatografias de columna se utilizé gel de silice 60 (230-
240 Mesh) adquirida a Merk.

1.7.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Los andlisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
empleados para la separacién analitica de los enantiémeros de los
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compuestos 3, 6, 10 y 12 se realizaron en un cromatégrafo Hewlett-
Packard 1100, utilizando distintas columnas quirales como Daicel
Chiralpak AS, Chiralcel OJ-H, Chiralcel OB-H o Chiralpak IA (25 x
0.46 cm I.D.). Se emple6 un detector visible-ultravioleta trabajando a
una longitud de onda de 210 y 215 nm, siendo la fase mévil mezclas

hexano/2-propanol.

Las condiciones de HPLC y los tiempos de retenciéon para los

distintos compuestos estudiados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Separacién analitica por HPLC de los productos de las reacciones
enzimaticas promiscuas de formacién de enlaces C-C.2

Compuesto Columna tz (min)° RS
3 Chiralpak AS 16.0 (R) y 22.2 (S) 2.1
6 Chiralcel OJ-H 319y345 1
10 Chiralcel OB-H 16.5y 19.6 1.1
12 Chiralpak IA 104y 13.1 3.2

a Todos los andlisis se efectuaron con un eluyente del 20% mn-hexano/2-propanol, un flujo
de 0.8 mL/min y a 30 °C.

b Se destaca en negrita el enantidmero mayoritario obtenido tras la transformacién
enzimatica.

¢ Factor de resolucién: Rs= 2x[£(.9)- tr(B)]/wi1(S)+wna(F)

1.7.3. Espectroscopia Infrarroja (IR)

Los espectros de IR se registraron en un espectrémetro Varian 1000
FT-IR empleando placas de NaCl (muestras liquidas) o una dispersién
del producto en una pastilla de KBr (muestras sélidas). Las bandas de

tensién se indican en valores de v maxima y se expresan en cm™.

1.7.4. Espectrometria de Masas (EM)

Los experimentos APCI* (ionizacién quimica a presién atmosférica
en modo positivo) y ESI* (ionizacién por electrospray en modo positivo)
se determinaron en un cromatografo Hewlett-Packard 1100 acoplado a
un detector de masas. Los valores se obtuvieron en ambos casos a

unidades de masa atémica (uma).
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1.7.5. Puntos de Fusién

Los puntos de fusién se midieron en un aparato Gallenkamp usando

tubos capilares abiertos y, por tanto, sus valores no estan corregidos.

1.7.6. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H-RMN, 13C-
RMN y secuencia de pulsos DEPT se adquirieron en espectrometros
Bruker AV-300 y DPX-300 (300.13 MHz para 'H y 75.5 MHz para 13C).
Los desplazamientos quimicos (§) se expresan en partes por millén

(ppm) y las constantes de acoplamiento () en Hertzios (Hz).

Los calibrados se realizaron sobre la sefial del CDCls (13C, 76.16
ppm), o del CHCl; residual (‘H, 7.26 ppm).

1.7.7. Cromatografia de Gases (CG)

Los analisis de cromatografia de gases (CG) para las reacciones aza-
Michael promiscuas entre aminas secundarias y acrilonitrilo se llevaron
a cabo en un cromatédgrafo de gases Hewlett-Packard 6860 con un
detector de ionizacién de llama utilizando una columna HP-1 (30 m x
0.320 mm x 0.25 pm) para la medida del valor de la conversién de

reaccion.

Las condiciones de CG y los tiempos de retencién para los aductos
aza-Michael 17-19 y para el anisol que actia de patrén interno se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Separacién analitica por CG del patrén interno (anisol) y de los
aductos tipo Michael 17-19.2

Compuesto t (min)
Anisol (patron interno) 1.8
17 3.1
18 3.7
19 2.4

a Ti (60 °C)//tiempo (0 min)//rampa (20 °C/min)//Tf (260 °C)//tiempo (0 min).
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1.7.8. Rotacién Optica Especifica

Las rotaciones épticas especificas se han medido con un polarimetro
Perkin-Elmer 241 a 590 nm (unidades 10! cm? x grado x g'1), empleando

la ldmpara de sodio (D).

1.8. Procedimientos Sintéticos

1.8.1. Adicién Aldélica entre 4-Nitrobenzaldehido (1) y Acetona (2)

Una suspensién de Alcalasa-CLEA® (55 mg) y 4-nitrobenzaldehido
(1, 50 mg, 0.33 mmol) en acetona (2, 3.3 mL, 45 mmol) y se agita a 30-
60 °C y 250 rpm durante 48 h. En algunos casos especificados en la
Tabla 2 se adicioné un 20% de Hz20 a la suspension. La enzima se filtra
y se lava con CH:Cl: (3 x 5 mL). El disolvente se elimina por
evaporacién a presién reducida y el crudo de reaccién resultante se
purifica por cromatografia de columna en gel de silice (40%
AcOEt/hexano), aislandose la P-hidroxicetona 8 como un sélido

amarillento (ver Tabla 2).

1.8.2. Reaccién de Henry entre 4-Nitrobenzaldehido (1) y
Nitrometano (5)

Una suspensién de Alcalasa-CLEA® (55 mg) y 4-nitrobenzaldehido
(1, 50 mg, 0.33 mmol) en nitrometano (5, 3.3 mL, 61.5 mmol) se agita a
30-60 °C y 250 rpm durante 48 h bajo atmoésfera de nitrogeno. La
enzima se filtra y se lava con CH:Cl: (3 x 5 mL). El disolvente se
elimina por evaporacién a presion reducida y el crudo de reaccion
resultante se purifica por cromatografia de columna en gel de silice
(30% AcOEt/hexano), aislandose el nitroalcohol racémico 6 como un
s6lido amarillento y producto mayoritario. Dependiendo de las
condiciones de reaccidon, se observa la formacién de los nitrocompuestos

7 v 8 como subproductos (ver Tabla 3).
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1.8.3. Reaccién de Baylis-Hillman entre 4-Nitrobenzaldehido (1) y
Metil Vinil Cetona (9)

Sobre una mezcla formada por una disolucién reguladora de fosfatos
pH 7 (1 mL), 4-mitrobenzaldehido (1, 15 mg, 0.10 mmol) y MeCN
(0.5 mL) se afiaden, sucesivamente, la Alcalasa-CLEA® (55 mg) y una
disolucién de metil vinil cetona (9, 8.2 pL, 0.10 mmol) en MeCN
(0.5 mL). La mezcla se agita a 30-60 °C y 250 rpm durante 48 h, tiempo
tras el cual se filtra la enzima. El acetonitrilo se elimina por evapo-
raciéon a presiéon reducida y la fase acuosa resultante se extrae con
CH:Cl; (3 x 10 mL). Las fases orgénicas se combinan, se secan con
Na2S04 y el disolvente se elimina a presion reducida, obteniéndose un
crudo de reaccién donde estd presente el aducto Baylis-Hillman 10 (ver
Tabla 4).

1.8.4. Reaccién de Mannich entre 4-Nitrobenzaldehido (1),
Acetona (2) y Anilina (11)

A una disolucién de anilina (11, 33 plL, 0.363 mmol) en acetona (2,
3.3 mL, 45 mmol) se anaden, sucesivamente, agua (3.3 mL), 4-
nitrobenzaldehido (1, 50 mg, 0.33 mmol) y la Alcalasa-CLEA® (33 mg).
La reaccién se agita a 30-60 °C y 250 rpm durante 48 h y, pasado ese
tiempo, se filtra la enzima. La acetona se elimina por evaporacién a
presién reducida y la fase acuosa resultante se extrae con CH2Cl: (3 x
10 mL). Las fases organicas se combinan, se secan con Na:SOs y el
disolvente se elimina por evaporacion a presion reducida, obteniéndose
un crudo de reacciéon que se purifica por cromatografia de columna en
gel de silice (20-40% AcOEt/hexano), aislandose el aducto de Mannich
12 como un aceite coloreado y la B-hidroxicetona 3 como un sélido

amarillento (ver Tabla 5).
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1.8.5. Reaccién de Aza-Michael entre Aminas Secundarias 13-15y
Acrilonitrilo (16)

Una suspensién de la Alcalasa-CLEA® (100 mg) y la
correspondiente amina 13-15 (0.15 mmol para pirrolidina y piperidina y
0.30 mmol para dietilamina) en tolueno seco (3 mL para 13 y 14 0 1 mL
para 15) se agita a 250 rpm durante 5 min. Después de ese tiempo se
afiaden 25 pL de una disolucién formada por anisol (403.9 mg,
3.88 mmol) y acrilonitrilo (16, 10 mL, 152.66 mmol) y se agita
orbitalmente a 30 °C y 250 rpm. A continuacién, se hace un seguimiento
periddico de los procesos enzimaticos tomando alicuotas que se inyectan
en el CG con el fin de calcular la conversién del proceso (ver Figura 6, 7
y 8).

1.8.6. Procesos de Desnaturalizacién
1.8.6.1. Desnaturalizacién de la Alcalasa-CLEA® con H20

Una suspensién de la Alcalasa-CLEA® (300 mg) en H20 (15 mL) se
calienta a 150 °C con agitacién magnética durante 1 h. Transcurrido ese
tiempo, se deja enfriar la muestra a temperatura ambiente, filtrando el
catalizador que se seca a presién reducida, y de esta manera puede ser
utilizado para los experimentos que implican el uso de la enzima

desanaturalizada.
1.8.6.2. Desnaturalizacién de la Alcalasa-CLEA® con Urea

Una suspensién de la Alcalasa-CLEA® (300 mg) y urea (50 mg, 0.83
mmol) en H:0 (15 mL) se calienta a 150 °C con agitacién magnética
durante 72 h. Transcurrido ese tiempo se deja enfriar la muestra a
temperatura ambiente, filtrando el catalizador que se seca a presién
reducida, y de esta manera puede ser utilizado para los experimentos

que implican el uso de la enzima desnaturalizada.
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1.8.6.3. Inhibicién de la Alcalasa-CLEA® con PMSF

Una suspensién de la Alcalasa-CLEA® (150 mg) y PMSF (65 mg,
0.375 mmol) en hexano (15 mL) se agita orbitalmente a 30 °C y 250 rpm
durante 16 h. Transcurrido ese tiempo, se filtra la enzima, se lava con
hexano y, posteriormente, se seca a vacio, pudiendo de esta manera ser

utilizado para los experimentos que implican el uso de la enzima
inhibida.

1.9. Datos Experimentales

4-Hidroxi-4-(4-nitrofenil)butan-2-ona (3)

OH O Férmula empirica: CioH11NO4
M1 Aspecto Fisico: S6lido amarillento
O2N R: (40% AcOEt/hexano): 0.20
Peso Molecular: 209.20 g/mol Pf: 60-62 °C
IR (KBr): v 3440, 1711, 1518, 1347 cm!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.22 (s, 3H, H1), 2.84-2.87 (m, 2H, Hs),
3.63 (sa, 1H, OH), 5.26 (t, 3un = 5.4 Hz, 1H, Hy), 7.56 (d, 3un = 7.1 Hz,
2H, Ar), 8.21 (d, 3un = 7.0 Hz, 2H, Ar) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 31.1 (CHs, C1), 51.9 (CHs, Cs), 69.3 (CH,
Cy), 124.2 (2CH, Ar), 126.8 (2CH, Ar), 147.7 (C, Ar), 150.4 (C, Ar), 208.9
(C, C2) ppm

EM (APCI*, m/z): 232 [(M+Na)*, 100%]

Rotacién Optica Especifica: [a]2 = +12.1 (¢ 1, CHCl) [para (R)-3 en
13% eel [lit. [a]d® = +58.6 (¢ 1, CHCls) para (/)-8 en 74% ee]%6

Separacién analitica quiral de 3 (HPLC):

Columna: Chiralpak AS Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: ¢z (£) = 16.0 min, £ (S) = 22.2 min

86 H. Inoue, M. Kikuchi, J.-1. Ito, N. Nishiyama, 7Tetrahedron 2008, 64, 493-499.
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2-Nitro-1-(4-nitrofenil)etanol (6)

OH Férmula empirica: CsHsN205

m NO: Aspecto Fisico: Sélido amarillento
ON R: (20% AcOEt/hexano): 0.25
Peso Molecular: 212.16 g/mol Pf: 84-85 °C

IR (KBr): v 3512, 1558, 1519, 1350 cm'!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 3.31 (sa, 1H, OH), 4.58-4.61 (m, 2H,
H2), 5.63-5.68 (m, 1H, H1), 7.64 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 2H, Ar), 8.26 (d, 3Jun =
7.0 Hz, 2H, Ar) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6 70.4 (CH, C1), 81.0 (CHs, C2), 125.5
(2CH, Ar), 127.4 (2CH, Ar), 145.5 (C, Ar), 148.5 (C, Ar) ppm

EM (APCI*, m/z): 195 [(M-H20+H)*, 100%]

3-[Hidroxi(4-nitrofenil)metillbut-3-en-2-ona (10)

OH O Férmula empirica: CsHsN20s
w Aspecto Fisico: Sélido blanco

ON N R: (20% AcOEt/hexano): 0.12
Peso Molecular: 221.21 g/mol Pf: 67-69 °C

IR (KBr): v 3438, 1675, 1522, 1348 cm'!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.34 (s, 3H, Hy), 3.46 (d, 3un = 5.5 Hz,
1H, OH)), 5.67 (d, 3un = 5.0 Hz, 1H, Hy), 6.05 (s, 1H, Hy), 6.27 (s, 1H,
Ha), 7.53 (d, 3Jun = 8.8 Hz, 2H, Ar), 8.15 (d, 3Jun = 7.0 Hz, 2H, Ar) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 26.8 (CHs, C1), 72.6 (CH, C1), 124.0
(2CH, Ar), 127.7 (2CH, Ar), 128.2 (CHz, Cs), 147.7 (C, Ar), 149.4 (2C, Ar
y Cs), 200.5 (C, C2) ppm

EM (APCI*, m/z): 314 (100%), 244 [(M+Na)*, 45%]

4-(4-Nitrofenil)-4-(fenilamino)butan-2-ona (12)

Férmula empirica: Ci6H16N203

Aspecto Fisico: Aceite amarillento
/©)4\/U\1 R: (40% AcOEt/hexano): 0.44
O,N

Peso Molecular: 284.31 g/mol
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IR (NaCD: v 3055, 1715, 1603, 1524, 1348, 1265 cm'!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6 2.17 (s, 3H, Hy), 3.00 (d, 3Jun = 6.2 Hz,
2H, Hs), 4.61 (sa, 1H, NH), 4.95 (t, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H4), 6.52 (d, 3Jun =
8.8 Hz, 2H, Ar), 6.74 (t, 3un = 7.3 Hz, 1H, Ar), 7.10-7.16 (m, 2H, Ar),
7.58 (d, 3Jun = 8.8 Hz, 2H, Ar), 8.20 (d, 3Jun = 8.9 Hz, 2H, Ar) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 30.6 (CHs, C1), 50.5 (CH2, Cs), 53.7 (CH,
Cs), 113.7 (2CH, Avr), 118.5 (CH, Ar), 124.0 (2CH, Ar), 127.3 (2CH, Avr),
129.2 (2CH, Ar), 146.0 (C, Ar), 147.2 (C, Ar), 150.3 (C, Ar), 205.9 (C, Ca)
ppm

EM (APCI*, m/z): 307 [(M+Na)*, 100%]

3-(Pirrolidin-1-il)propanonitrilo (17)

Férmula empirica: C7Hi2No
O\l Aspecto Fisico: Aceite incoloro

R: (Acetona): 0.31 Peso Molecular: 124.18 g/mol
IR (NaCl: v 2936, 2801, 2248, 1462 cm'!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6§ 1.45-1.55 (m, 4H), 2.20-2.29 (m, 6H),
2.46 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 2H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.7 (CHy), 23.7 (2CH3), 51.4 (CHy), 53.8
(2CH>), 119.2 (C) ppm

EM (APCI*, m/z): 147 [(M+Na)*, 40%], 125 [(M+H)*, 100%]

3-(Piperidin-1-il)propanonitrilo (18)
CN Férmula empirica: CsHi4N2
O/\/ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
R: (Acetona): 0.63
Peso Molecular: 138.21 g/mol
IR (NaCD: v 2937, 2739, 2249, 1469, 1443 cm'!

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.19-1.25 (m, 2H), 1.33-1.40 (m, 4H),
2.21 (t, 3/un = 5.2 Hz, 4H), 2.26-2.46 (m, 4H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 15.9 (CH>), 24.4 (CH2), 26.1 (2CHy), 54.2
(2CH»), 54.3 (CH>), 119.3 (C) ppm

EM (APCI*, m/z): 161 [(M+Na)*, 60%], 139 [(M+H)*, 100%]
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3-(Dietilamino)propanonitrilo (19)
N Férmula empirica: C7H14N2
) Aspecto Fisico: Aceite incoloro
R: (Acetona): 0.47
Peso Molecular: 126.12 g/mol
IR (NaCl): v 2972, 2875, 2248, 1468 cm'!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 0.84 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 6H), 2.24 (t, 3Jun
=17.1 Hz, 2H), 2.35 (c, 3<un = 7.1 Hz, 4H), 2.58 (t, 3un = 7.1 Hz, 2H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 12.2 (2CHs), 16.5 (CH2), 47.0 (2CHb),
48.6 (CH2), 119.4 (C) ppm

EM (APCI*, m/z): 149 [(M+Na)*, 30%], 127 [(M+H)*, 100%]
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IL.1. Otras Hidrolasas: Lipasas

Las lipasas (EC 3.1.1.x, triacilglicerol hidrolasas) son enzimas
pertenecientes a la familia de las serin-hidrolasas que catalizan la
conversion de trigliceroles en acidos grasos y glicerol o sus derivados. En
la naturaleza, estos biocatalizadores se distribuyen en animales,
plantas y microorganismos como enzimas digestivas que facilitan el
transporte, deposicién y movilizacién de grasas. En humanos y animales
superiores desempenan un papel esencial en el proceso nutricional,
encargandose de hidrolizar los triacilglicéridos ingeridos en la dieta, y
que no pueden atravesar las paredes intestinales para su posterior

aprovechamiento en la produccién de energia quimica.

Mientras que las esterasas son enzimas que hidrolizan todo tipo de
ésteres, la subfamilia de lipasas evolucioné especificamente hacia la
hidrélisis de lipidos, lo que ha hecho que muchos autores consideren
lipasas y esterasas como dos tipos distintos de enzimas. Ademas de
haber encontrado aplicacién en diversas 4areas como la industria
alimentaria, farmacéutica o tecnologica,’” las lipasas son las hidrolasas
mas utilizadas en sintesis organica para la producciéon de compuestos
Opticamente activos. Entre otras ventajas, su elevada estabilidad, su
capacidad para aceptar una amplia variedad de sustratos y el hecho de
no necesitar cofactor para su correcto funcionamiento, han sido

determinantes para facilitar su extenso desarrollo.

87 a) R. D. Schmid, R. Verger, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1608-1633; b) A. Pandey,
S. Benjamin, C. R. Soccol, P. Nigam, N. Krieger, V. T. Soccol, Biotechnol. Appl. Biochem.
1999, 29, 119-131; ¢) K.-E. Jaeger, T. Eggert, Curr. Opin. Biotechnol. 2002, 13, 390-397;
d) V. Gotor-Fernandez, R. Brieva, V. Gotor, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2006, 40, 111-120;
e) B. Joseph, P. W. Ramteke, G. Thomas, Biotechnol. Adv. 2008, 26, 457-470; f) S. D.
Schreck, A. M. Grunden, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2014, 98, 1011-1021.

103



Bloque 11

Los aspectos mecanisticos de las reacciones catalizadas por lipasas
convergen con los correspondientes de las proteasas serinicas, por lo que
no se redundara en este apartado en los detalles ya explicados relativos
a la naturaleza y actuacién de la triada catalitica del centro activo. Por
el contrario, las propiedades fisicoquimicas de las lipasas son una
caracteristica fundamental de este tipo de enzimas que las diferencia de
otras esterasas y que es el resultado de su funcién natural de hidrélisis
de lipidos.87288 Asi, las lipasas presentan una superficie hidrofilica que
provoca que, en un primer momento, el centro activo se encuentre
bloqueado por residuos no polares de la cadena polipeptidica. Cuando la
concentracion de sustrato sobrepasa el limite de solubilidad
(concentracién micelar critica) y comienza a formarse una segunda fase
lipofilica, se produce un cambio conformacional que permite el acceso al
centro activo, observandose un acusado aumento en la actividad de la
enzima (Figura 9a).

(@ Superficie )
Superficie hidrof6bica Superficie
hidrofilica \ lipofilica
\ / -
B — Fase
acuosa
Conformacion Conformacion
cerrada abierta

Figura 9. Activacién interfacial de las lipasas. (a) Cambio conformacional del
centro activo para la catalisis; (b) orientacién de la lipasa en la que el centro
activo se dirige a la superficie lipofilica (disolvente orgénico o elevadas
concentraciones de sustrato).

Este proceso de reorganizaciéon estructural en las inmediaciones del
centro activo es conocido como activacion interfacial, y es la causa de la
actividad distintiva que presentan las lipasas en mezclas bifasicas. De
hecho, la superficie lipofilica puede derivar no solo de las altas

concentraciones de sustrato, sino que puede ser el propio disolvente

88 a) A. M. Klibanov, Trends Biochem. Sci. 1989, 14, 141-144; b) M. Paravidino, P. Béhm,
H. Groger, U. Hanefeld, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H.
Groger, O. May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 251-362.
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organico, de tal manera que el centro activo se orienta hacia esta fase
tras producirse la retirada de los residuos que lo mantienen bloqueado
(Figura 9b).

Gracias a esta orientacion, es posible reemplazar el nucleéfilo
natural de las lipasas (agua) por una gran variedad de nucleéfilos
organicos como aminas, amoniaco, tioles, perdxidos, hidrazinas, etc
(Esquema 29).8° El hecho de que las lipasas actten en la interfase agua-
lipido tiene la ventaja afadida de que no requieren sustratos
especialmente solubles en agua e incluso algunas de ellas presentan
afinidad por medios hidrofébicos.%

(0]
R1J\OR2
Sustrato

(0] Enzima | o

Jk R20OH J R1J\NHNHR3

Hidroélisis \ RN, Hidrazindlisis
; /

B L S
OR® R1 Enz R NH,
Transesterlflcacmn "Acil-enzima" Amonélisis
R3NH,

ReSH R1J\NHR3

OOH . sgs =

PerhldroI|S|s 1) Amindlisis

R1J\SR3

Esquema 29. Transformaciones catalizadas por lipasas.
I1.1.1. Aspectos Cinéticos

En los procesos biocataliticos, una enzima (E) acelera la reaccién
disminuyendo la barrera energética entre el sustrato (S) y el producto

89 a) V. Gotor, Bioorg. Med. Chem. 1999, 7, 2189-2197; b) S. M. Roberts, J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 12001, 1475-1499.
90 S, Sharma, S. S: Kanwar, Sci. World J. 2014, 625258/1-625258/16.
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(P), conocida como energia de activacién (E.). La capacidad enzimética
para acelerar la reaccién ha sido atribuida a la estabilizaciéon del estado
de transicién por parte de la enzima. En un proceso enantioselectivo,
cada enantiémero (A y B) forma un complejo enzima-sustrato en el
estado de transicién diferenciado debido al entorno quiral del centro
activo ([EA]" y [EBJ?), lo que se conoce como estados de transicién
diasteroméricos, cada uno de los cuales presenta una energia libre
particular (Figura 10). Esto deriva en una diferencia de energia entre
ambos estados (AAG?) que permite la discriminacién enantiomérica

hacia la transformacién mas favorable de uno de los enantiémeros.9!

[EAF
AG

E+Q

E+P

— _
Coordenada de reaccién

Figura 10. Diagrama de energia para una reaccién enzimatica estereoselectiva.

Actualmente, estd ampliamente aceptado que las reacciones
catalizadas por lipasas pueden describirse mediante un sistema ping-
pong bi-bi donde se establece que los sustratos se unen a través de la
formacién del intermedio acil-enzima, asi como la secuencia con que lo
hacen.?? Sin embargo, cuando la catdlisis con lipasas tiene lugar en
sistemas multifasicos se emplean modelos cinéticos alternativos basados
en el de Michaelis-Menten (Figura 11). En un enfoque tipico en dos
dimensiones, la lipasa se sitila en una intefase agua/disolvente organico

dando lugar a la enzima en un estado energético méas favorable (E*), que

91 K. Faber, Biotransformations in Organic Chemistry, 5% Ed., Springer, New York,
2004, pp. 1-28.

92 P.-Y. Stergiou, A. Foukis, M. Filippou, M. Koukouritaki, M. Parapouli, L. G.
Theodorou, E. Hatziloukas, A. Afendra, A. Pandey, E. M. Papamichael, Biotechnol. Adv.
2013, 31, 1846-1859.
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se une al sustrato formando el complejo E*S. Tras la subsiguiente
descomposicién de dicho complejo, los productos Pi* y P2" formados
difunden hasta la fase acuosa.%

s Interfase

E*~3pa=> — E*§~ ~—— —~ ~E-acil E* + Ps*
K 4

1| |

I H,O
b ' '

P4 Py

Figura 11. Esquema modelo de una reaccién de hidrélisis en la interfase
lipofilica siguiendo un mecanismo de Michaelis-Menten.

I1.1.2. Lipasas como Biocatalizadores: Principales Procesos
Asimétricos

En este apartado, se comentaran brevemente los principales
procesos estereoselectivos que han sido desarrollados empleando lipasas
como catalizadores por su conexion con las reacciones estudiadas en este
Bloque, si bien cabe mencionar que estas biotransformaciones genéricas
serian extensibles a otras hidrolasas, e incluso a otras enzimas no
hidroliticas.%*

Las resoluciones cinéticas (kinetic resolutions, KRs) tienen como
fundamento las diferencias de velocidad en la transformacién de ambos
enantiémeros de un sustrato racémico (A y B) en los correspondientes
enantiémeros de los productos (P y Q, Figura 12). En un caso ideal, la

presencia del enantiémero minoritario (Q) seria nula, obteniéndose tras

93 A. Aloulou, J. A. Rodriguez, S. Fernandez, D. van Oosterhout, D. Puccinelli, F.
Carriére, Biochim. Biophys. Acta 2006, 1761, 995-1013.

94 a) E. Garcia-Urdiales, I. Lavandera, V. Gotor, Enzyme Catalysis in Organic
Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Gréger, O. May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp.
43-66; b) R. L. O. R. Cunha, E. A. Ferreira, C. S. Oliveira, A. T. Omori, Biotechnol Adv.
2015, en prensa, 10.1016/j.biotechadv.2014.12.009; ¢) M. Rachwalski, N. Vermue, F. P.
J. T. Rutjes, Chem. Soc. Rev. 2018, 42, 9268-9282.
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la resolucion un maximo del 50% de rendimiento tanto del producto

mayoritario (P) enantiopuro como del sustrato remanente (B).

@ Rapida @

+ ENZIMA

Lenta @

Figura 12. Representacion esquematica de un proceso de KR.

El progreso del ee del producto (ee,) y del sustrato (ees) frente al
grado de conver sién (o) para una KR se recoge en la Figura 13. En la
fase inicial de la reaccidn, el producto presenta un ee, elevado, que va
disminuyendo con el transcurso de la resolucién a la par que el sustrato
va enriqueciéndose en el enantiémero que reacciona mas lentamente, lo
que a su vez aumenta la probabilidad de que éste sea transformado. Asi,
el ees va incrementandose con el tiempo, siendo la velocidad de reaccién

cada vez menor.

eep (%)

100 100
90 — 90
80 — 80
70 — 70
60 — 60
50 — 50
40 — 40
30 — 30
20 — 20
10 — 10
0 1 1 T T T T T 1 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Conversion (%)

Figura 13. Representacién de la evolucién de ees (lineas continuas) y eep (lineas
discontinuas) en funcién de la conversién en una KR enzimatica, para una £
mayor (verde) o menor (roja).

La pureza oOptica es, por tanto, funcién de la conversién. El
parametro que describe la estereoselectividad del proceso se denomina

enantioselectividad o razén enantiomérica £, una variable adimensional

108



Introduccion

cuyo valor se define como la relaciéon entre las constantes especificas de

los dos enantiémeros (Ecuacién 1).

(Kea /Kt )
(Kot / Ky )s

Ecuacién 1. Formula de la razén enantiomérica en funcién de la constante de
velocidad (kcat) y la constante de Michaelis-Menten (Kuw).

En la practica, el calculo de la razdén enantiomérica se realiza por
combinacién de las variables ¢, ees y ee (Ecuacién 2), cuya medida
resulta mas facil y accesible empleando distintas técnicas
experimentales (HPLC, CG o RMN). Es importante sefialar que estas
ecuaciones son validas para procesos con cinéticas irreversibles y
reacciones limpias, ya que los valores de conversién podrian ser
enganosos en presencia de reacciones secundarias.

_In[1-c(@+ee,)] In[l—c(l-ee,)] c=_ 5

In[l-c(l-ee,)] In[l-c(l+ee,)] ee, +ee,

Ecuacién 2. Férmula de la razén enantiomérica en funcién de la conversién y
los excesos enantioméricos de sustrato o de producto. Definicién de la
conversion en funcién de los excesos enantioméricos de sustrato y producto.

El umbral en el que una resolucién cinética se considera “buena o
mala” segin la medida de la enantioselectividad es un poco difuso y
dependiente de la valoracion de los autores. En cualquier -caso,
conversiones proximas a la ideal del 50% implicaran buenos excesos
enantioméricos, siendo excelentes aquellos procesos con £ superiores a
200. Ese valor ha sido establecido como un maximo a partir del cual se
consideran “£>200”, debido a que son posibles pequefios errores de
medida que provocarian grandes cambios en la £

Cuando los sustratos de una reaccién son compuestos simétricos
(proquirales o meso), las enzimas son capaces de introducir una
modificacion selectiva que elimine la simetria, permitiendo obtener un
rendimiento teérico del 100% en wun proceso conocido como

desimetrizacién enzimética estereoselectiva (stereoselective enzymatic
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desymmetrization, SED) encuadrado dentro del campo de la sintesis
asimétrica.®® Desde un punto de vista mecanistico, las KRs y las SEDs
son similares, pues a pesar de no existir enantiémeros en los sustratos
simétricos, sus grupos o caras enantiotépicas presentan estados de
transicién diastereoméricos, que conceptualmente son idénticos a los
enantiémeros de un racemato ([EA]* y [EBJ?).

Otra estrategia que potencia la eficiencia de las metodologias
enzimaticas para la obtencién de compuestos enantiopuros permitiendo
alcanzar rendimientos tedricos del 100% son las resoluciones cinéticas
dindmicas (dynamic kinetic resolutions, DKRs), en las que tiene lugar
de manera simultanea la KR de la mezcla racémica y la racemizacion
del sustrato remanente (Figura 14).%9

A Rapida P
Agente de ﬂ ENZIMA
racemizacion
Lenta

Figura 14. Representacion bésica de un proceso de DKR.

Para conseguir un proceso de DKR eficiente son necesarios una
serie de requisitos. En primer lugar, la KR debe ser suficientemente
enantioselectiva (kvapida/Kenta > 20). En cuanto al proceso de
racemizacion, éste debe ser al menos 10 veces maéas rapido que la
transformacién del enantiémero desfavorecido (B) al producto (Q), sin
dar lugar a reacciones secundarias en el proceso principal de resolucién.
La interconversion entre ambos enantiémeros del racemato puede
ocurrir de forma espontdanea, pero una gran mayoria de ejemplos
emplean un agente de racemizacién que puede ser un catalizador

metalico, organico o enzimadtico, pero que en cualquier caso debe ser

9 E. Garcia-Urdiales, I. Alfonso, V. Gotor, Chem. Rev. 2011, 111, PR110-PR180.

9 a) A. Diaz-Rodriguez, I. Lavandera, V. Gotor, Curr. Green Chem. 2015, 2, 192-211; b)
0. Verho, J.-E. Backvall, J. Am. Chem. Soc. 2015, 137, 3996-4009; c) A. S. de Miranda,
L. S. M. Miranda, R. O. M. A. de Souza, Biotechnol. Adv. 2015, en prensa,
10.1016/j.biotechadv.2015.02.015.
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compatible con la KR enzimatica, lo que generalmente es un punto

critico en el diseno del proceso.

I1.1.3. Reconocimiento Quiral

La capacidad de las lipasas para diferenciar entre ambos
enantiémeros de un racemato ha sido recogida en distintos modelos y
reglas empiricas con la intencién de ayudar a predecir la
estereopreferencia en los procesos de resolucién. Entre ellos, el mas
utilizado fue descrito por Kazlauskas y colaboradores para alcoholes
secundarios en reacciones catalizadas por lipasas, designando este
comportamiento de un modo empirico, con una regla que lleva su
nombre.?” A pesar de ser una metodologia relativa, en muchas ocasiones
ha sido utilizada para la asignacion de la configuracién absoluta, bien
por si sola o complementando la informacién obtenida mediante otras
técnicas. Asi, la regla de Kazlauskas predice el enantiémero que
reaccionara mas rapido en funcién del tamafio de los sustituyentes, en
relacién con la capacidad de los huecos del centro activo de estas
enzimas. Para un sustrato que posee un sustituyente grande y otro
pequerio se asume que la disposicidén se correspondera con el hueco
grande y pequeno, respectivamente, del centro activo de la lipasa
(Figura 15). La disposicién contraria obligaria a acomodar el
sustituyente grande en el hueco pequefio del oxianién, lo que originaria
repulsiones estéricas significativas que impedirian la catalisis o, al
menos, ralentizarian lo suficiente la reacciéon de ese enantiémero para

observar la estereodiferenciacién caracteristica de las lipasas.

97 a) R. J. Kazlauskas, A. N. E. Weissfloch, A. T. Rappaport, L. A. Cuccia, J. Org. Chem.
1991, 56, 2656-2665; b) Q. Jing, R. J. Kazlauskas, Chirality 2008, 20, 724-735.
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Hueco del oxianion Hueco del oxianion

H OH

Esterodiferenciacion Estereodiferenciacion

correcta . - incorrecta
P = sustituyente pequefio

(a) G = sustituyente grande (b)

Figura 15. Regla empirica de Kazlauskas para la prediccion de la
enantioselectividad de un proceso catalizado por lipasas. (a) Disposicién
aceptada por la enzima; (b) enantiémero que reacciona més lentamente.

Esta regla es util también para la eleccién de los sustratos a la hora
de disefiar un proceso, ya que como consecuencia del tamano de los
huecos del centro activo las conversiones para alcoholes secundarios con
dos grupos relativamente grandes seran bajas al igual que su selecti-
vidad, mientras que alcoholes secundarios con dos sustituyentes
relativamente pequefios reaccionaran rapido y, nuevamente, con baja
enantioselectividad. Sin embargo, gracias a las técnicas de evolucién
dirigida estas limitaciones pueden superarse mediante modificaciones
de los residuos de aminoacidos que forman el centro activo de las
lipasas, dando lugar a la creacién de nuevas enzimas adaptadas a las

necesidades de cada proceso.%

Tanto para las reacciones quimicas como enzimaticas, la pureza
enantiomérica de un compuesto quiral se expresa en términos del valor
de su exceso enantiomérico (Ecuacién 3), donde [£] es la concentracién
del enantiémero de configuracién R, y L[S la correspondiente al
enantiémero S. Asi, para un compuesto racémico el valor del ee es cero,

mientras que para uno enantioméricamente puro el ee alcanza el 100%.

98 3) M. T. Reetz, M. Puls, J. D. Carballeira, A. Vogel, K.-E. Jaeger, T. Eggert, W. Thiel,
M. Bocola, N. Otte, ChemBioChem 2007, 8 106-112; b) B. Ravi, U. Banerjee, S.
Mehrotra, R. Mehrotra, Curr. Chem. Biol. 2013, 7, 114-120.
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Y%ee, = wxloo
[R1-[S]

Ecuacién 3. Medida del exceso enantiomérico de un producto para [Z]>[S].

I1.2. Oxidorreductasas: Alcohol Deshidrogenasas

Las oxidorreductasas constituyen la clase de enzimas EC 1 y se
clasifican en cuatro grandes grupos: deshidrogenasas, oxigenasas,
oxidasas y peroxidasas.?” Como su nombre indica, las oxidorreductasas
catalizan reacciones redox de transferencia de electrones, un tipo de
proceso esencial para la vida y una parte fundamental del metabolismo
por su participacién en procesos como la respiracién celular o la
fotosintesis. Un aspecto destacado de estas enzimas es su capacidad
para catalizar la formacién de productos enantioenriquecidos desde

sustratos proquirales con un rendimiento teérico del 100%.

Las alcohol deshidrogenasas (ADHs, EC 1.1.1.X) son
oxidorreductasas dependientes de un cofactor, generalmente
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) o nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP*), que catalizan la reduccién reversible de
un grupo carbonilo a través de la transferencia de electrones desde una
molécula dadora a una molécula aceptora. La ganancia o pérdida de
electrones va acompanada de la transferencia de un protén, lo que
supone que durante el proceso puede incorporarse un hidruro al grupo
carbonilo de una cetona o aldehido, o bien puede abstraerse de un
alcohol.

En funcién del grupo prostético de las deshidrogenasas, éstas
pueden clasificarse en cinco categorias que se encuentran recogidas en
la Tabla 9.9% Dentro de ellas, las ADHs dependientes de Zn son las mas

comunmente empleadas con fines sintéticos, y se encuentran a su vez

99 a) M. Hall, A. S. Bommarius, Chem. Rev. 2011, 111, 4088-4110; b) D. Monti, G.
Ottolina, G. Carrea, S. Riva, Chem. Rev. 2011, 111, 4111-4140; ¢) D. Gamenara, G. A.
Seoane, P. Saenz-Méndez, P. D. de Maria, Redox Biocatalysis. Fundamentals and
Applications, John Wiley & Sons: Hoboken, 2012.

113



Bloque 11

agrupadas en ADHs de cadena larga, media o corta de acuerdo con la

estructura de los sustratos que aceptan.

Tabla 9. Clasificacién de las ADHs en funcién del grupo prostético o cofactor.

Categoria Grupo prostético/Cofactor Estructura cofactor
o
ADHs dependientes de NH
pe NAD(P)H [ M
zinc N ADPR:
ADPR  adenosina difosforribosa
o)
Flavoproteina Flavina adenina dinucledtido IijLNH
deshidrogenasas (FAD) N \N/&O
|
R
o)
ADHs dependientes de . N
Fierina Pterina Fﬂ\‘f%[ j
P HoN™ NN
o}
Quinoproteina Aminodcido derivado de la o-
deshidrogenasas quinona

ADHs sin cofactor -- --

Estas enzimas dependientes de zinc son las responsables de
catalizar la oxidacién reversible de alcoholes primarios o secundarios
formando los correspondientes aldehidos y cetonas, respectivamente. El
cofactor NAD(P)H se sitia en un dominio del centro activo de unién del
nucleétido, mientras que en otro dominio catalitico poseen un ion Zn2*
tetracoordinado a tres residuos, dos de cesteina y uno de histidina, y a
una molécula de agua (Figura 16a). Se ha propuesto que este intermedio
evoluciona hacia los productos por desplazamiento de la molécula de
agua por el grupo hidroxilo del alcohol (Figura 16b), o bien a través de
un cambio en la coordinacion del atomo de zinc dando lugar a especies

pentacoordinadas (Figura 16c).
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R? (@) R!
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R1 R2
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Cys Cys Cys Cys Cys \Cys
(b) (c)

Figura 16. Coordinacién del zinc propuesta para el mecanismo de las ADHs
dependientes de zinc.

Las ADHs dependientes de flavina estan involucradas en reacciones
de activacién con Oz (por ejemplo, oxidasas) y en ellas el FAD puede
unirse de manera covalente o no covalente a la enzima. Las ADHs
dependientes de pterina también pertenecen al grupo de enzimas
hidroxilantes, utilizando en este caso agua como dador de electrones.
Dentro de las distintas clases de cofactores empleados por las
quinoproteina deshidrogenasas, la pirroloquinolina quinona (PQQ) es la
Unica que participa en procesos redox, y actia a través de una unién no
covalente con la enzima. Por ultimo, la formiato deshidrogenasa (FDH)
es el ejemplo mas destacado de ADHs en las que no es necesaria la
presencia de metales o grupos prostéticos para la transferencia de
electrones, una enzima ampliamente utilizada para la regeneracién de

cofactores, como se discutira mas adelante en esta seccidn.

I1.2.1. Reconocimiento Quiral

Las ADHs actuan con una estereoselectividad caracteristica, de tal
manera que la adicién o abstraccién del hidruro tiene lugar inicamente
por una de las caras del sustrato y selectivamente a la posicién C-4 del
anillo de nicotinamida (Figura 17). La capacidad de discriminar entre la
cara rey la cara si de la molécula aceptora ha sido definida dentro de
las reglas de Prelog, que llevan el nombre del propio investigador por
quien fueron establecidas y que permiten la prediccion de la
estereoquimica del proceso redox en funcién del tamafio de los
sustituyentes unidos al grupo carbonilo. La enantiopureza del producto
es generalmente mayor cuando un sustituyente es grande y otro

pequernio, favoreciendo un mejor estereo-reconocimiento por parte de la
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enzima. En la practica, las ADHs que transfieren el atomo de hidrégeno
desde la nicotinamida a la cara re del sustrato carbonilico son
mayoritarias y se denominan ADHs de preferencia Prelog, mientras que
aquellas que generan el alcohol de configuracién contraria son

consideradas de preferencia antrPrelog.

- - ——
HS// HR ————— ‘\\\\\ /—Hs,’ HR
@/CONHZ (‘j/CONHZ
S |
N O N
AN
ADPR @ ADPR OH
oH & 1
H -—
N R' "R?
R "R? ADH anti-Prelog ADH Prelog

cara si carare

Figura 17. Regla de Prelog para explicar la estereopreferencia de una ADH
durante la transferencia de hidruro desde el NAD(P)H. R!: sustituyente
grande; R2: sustituyente pequefio.

Esta regla tiene su origen en un modelo empirico. Asi, Prelog
propuso una estructura para el centro activo de las ADHs por
comparacién con la estructura de red del diamante,'% incrementando el
tamanfo de los sustituyentes de las cetonas proquirales y determinando
asi la capacidad de aceptacién de la enzima y estableciendo los limites
en ambas direcciones del centro activo, es decir, midiendo la
especificidad de sustrato de estos biocatalizadores. Un par de décadas
mas tarde, Jones y Jakovac propusieron un modelo m4és flexible para el
centro activo de las ADHs basado en un modelo de seccién de espacio
cubico, que validaba la aproximacién de Prelog y actuaba
satisfactoriamente para otras estructuras.l’® Con el desarrollo del
conocimiento, se han determinado cada vez mas estructuras por analisis
de difraccion de rayos X, dando una informacién mas rigurosa acerca del

tamano y disposicion del centro activo de estas enzimas.

100V, Prelog, Pure Appl. Chem. 1964, 9, 119-130.
101 J, B. Jones, 1. J. Jakovac, Can. J. Chem. 1982, 60, 19-28.
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En los dltimos afios, el gran avance experimentado en las técnicas
de modificacion ha hecho de la mutagénesis una estrategia habitual
para modular la especificidad de sustrato de las ADHs.1°2 No solo eso,
sino que la mutagénesis dirigida ha sido la metodologia mas
comunmente empleada para estudiar los mecanismos enzimaticos, para
lo cual en muchas ocasiones la estructura cristalina ha servido de guia.
Asi, ademas de ayudar al estudio de la estructura y funciéon de la
proteina, es posible vislumbrar la accién natural de la misma y

desarrollar nuevas capacidades en su modo de actuacion.

I1.2.2. Cofactores y Estrategias de Regeneracion

Los cofactores, generalmente coenzimas o ilones metalicos, son
moléculas de naturaleza no proteica necesarias para el desarrollo de la
actividad catalitica de determinadas enzimas, a las cuales se puede unir
de manera covalente o difundiendo libremente (Figura 18). En
ocasiones, para diferenciar el tipo de unién se denomina grupo

prostético a aquellas estructuras unidas covalentemente a la enzima.

Las ADHs son uno de los muchos tipos de enzimas que para su
funcionamiento requieren del uso de cofactores, quienes actiian como
verdaderos centros activos en los que tiene lugar la transferencia de
electrones. De esta dependencia de NAD(P)H surge la necesidad de
establecer estrategias de regeneraciéon del cofactor, ya que su empleo en
cantidades estequiométricas implicaria costes excesivos e inasumibles
para una posible aplicacién industrial.1%3 De esta manera, lo que a priori
se considera un inconveniente para las enzimas dependientes de
cofactor, deja de ser una limitacion si es posible encontrar un sistema de
regeneracion eficiente y flexible que permita minimizar la cantidad
necesaria de dichos cofactores, sin dificultar el aislamiento de los
productos y que posibilite, ademas, el reciclaje de las enzimas haciendo

el proceso mas econémico.

102 C, M. Nealon, M. M. Musa, J. M. Patel, R. S. Phillips, ACS Catal. 2015, 5, 2100-2114.
103V, Uppada, S. Bhaduri, S. B. Noronha, Curr. Sci. 2014, 106, 946-957.
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Figura 18. Seleccidn ilustrativa de ejemplos de cofactores enzimaticos.

La regeneracién ocurre en los organismos vivos mediante el
acoplamiento de una complicada red de reacciones redox que mantiene
constante el balance entre los cofactores oxidados y reducidos. Imitando
a la naturaleza, en lo que se conoce como cascada paralela la formacién
del producto se acopla con una segunda reacciéon que trabaja en paralelo
de manera que ambas tienen lugar simultdneamente (Figura 19). Esta
segunda reaccién puede estar catalizada por la enzima responsable de la
formacién del producto de interés (“metodologia del sustrato acoplado”,
Figura 19a) o puede darse el caso de que requiera un catalizador
independiente (“metodologia del enzima acoplado”, Figura 19b). En el
primer caso, puesto que tanto la oxidacién como la reduccién tienen un
caracter reversible, deben utilizarse grandes cantidades del cosustrato
para desplazar el equilibrio hacia la formacién del producto, por lo que
lo habitual es emplear un compuesto facilmente accesible como el 2-
propanol o la acetona. Por su parte, en la estrategia del enzima acoplado
para garantizar la cuasrirreversibilidad del proceso de la reaccion redox
la  reaccibn paralela  debe encontrarse muy  favorecida

termodindmicamente.
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@ (s1 P1 s1 ADH P1) (b

NAD(P)H NAD(P)* NAD(P)H NAD(P)*

@ C @

Figura 19. Esquemas de cascadas paralelas que involucran el empleo de ADHs.

enzima
acoplada

El hecho de que las enzimas trabajen en medios de reaccién suaves
también deriva del propio origen en el que desarrollan sus funciones
naturales y que, muchas veces, constituye un entorno similar para
distintos biocatalizadores. Por ello es posible hacer compatibles las
funciones de distintas enzimas y combinarlas bajo unas condiciones de
reacciéon determinadas, lo que resulta muy util y determinante para
crear sistemas de regeneracion de los cofactores. Gracias al concepto,
intrinsecamente “verde”, de cascadas enzimdaticas en un solo paso
desaparece también la necesidad de aislar intermedios, reduciendo los
residuos generados en el proceso y aumentando notoriamente la

eficiencia del mismo.

Una de las primeras enzimas empleadas para la regeneracién del
NADH fue la FDH, que utiliza un sustrato barato como es el formiato de
sodio o amonio y genera CO:. Ademas de formarse un subproducto
gaseoso y, por tanto, facilmente eliminable del medio, el cambio de
entropia positivo de la reaccion acoplada hace que sea
termodindmicamente favorable. Como ejemplo ilustrativo de la
eficiencia catalitica de este sistema, cabe destacar su aplicacion
industrial a la preparacion de la L-leucina trimetilada a partir del acido

trimetil pirtivico y amonio (Esquema 30).

119



Bloque 11

Leucina
0 deshidrogenasa NH,
JC * NHg" P + H0
Me3C COzH Me3C COzH
NADH NAD*
CO, 4;4 HCO,"
FDH

Esquema 30. Sintesis industrial de la trimetil L-leucina empleando FDH para
la regeneracién del catalizador.

Otras enzimas como la glucosa deshidrogenasa, glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa, hidrogenasa o lactato
deshidrogenasa también se han estudiado ampliamente en la
regeneracion de cofactores redox.92103 Ademas, dentro de las estrategias
biolégicas también se han descrito novedosos ejemplos basados en la
elevada eficiencia de biotransformaciones empleando células enteras en
las que se lleva a cabo la sobreexpresion de la enzima y el sistema de
regeneracion en la misma célula huésped. No solo eso, sino que también
otros conceptos relacionados con las cascadas enzimaéticas, como la
ingenieria de los cosustratos o el empleo de cofactores no naturales han

experimentado un potente desarrollo en afos recientes.104

Aunque menos utilizadas, cabe destacar que existen otras
metodologias descritas para la reduccién u oxidacién del NAD(P)* o
NAD(P)H. En este contexto, los métodos electroquimicos emplean
electrodos para proporcionar o aceptar electrones, bien directamente a
través de los electrodos (métodos electroquimicos directos), bien
mediante el uso de moléculas organicas u organometalicas que actiian
como mediadores (métodos electroquimicos indirectos). Por ultimo, las
estrategias quimicas y fotoquimicas utilizan una molécula de hidrégeno
como dador de electrones final en vez de un electrodo, transportando los

electrones al cofactor por medio de una o mas moléculas mediadoras,

104 S Kara, J. H. Schrittwieser, F. Hollmann, M. B. Ansorge-Schumacher, Appl
Microbiol. Biotechnol. 2014, 98, 1517-1529.
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que suelen coincidir con las utilizadas en la regeneracién electroquimica

indirecta.

I1.3. Aminas: Actividad y Aplicabilidad

Las aminas Opticamente activas son compuestos precursores de
diversas moléculas de interés para la industria farmacéutica y
agroquimica, donde se requiere una elevada pureza quimica y éptica
para relativamente grandes cantidades de producto. De hecho,
aproximadamente el 40% de los farmacos que se comercializan
actualmente contienen aminas quirales en su estructura (Figura 20).19
Uno de los motivos para que estos compuestos sean considerados APIs
es su gran densidad de informacién estructural, asi como la inherente

capacidad de formar puentes de hidrégeno.

L@w%@

Solifenacina
l
©)\AO
Dapoxetina

Codeina

Figura 20. Seleccién ilustrativa de ejemplos de farmacos en fase de desarrollo o
en fase clinica que contienen aminas quirales en su estructura.

Desde un punto de vista sintético, la importancia de las aminas

quirales se focaliza en su empleo como auxiliares quirales, catalizadores

asimétricos o agentes de resolucion quiral.06

105 M. Breuer, K. Ditrich, T. Habicher, B. Hauer, M. Kef3eler, R. Stiirmer, T. Zelinski,
Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 788-824.

106 3) F. Andersson, E. Hedenstrom, Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 1952-1957; b) Z.
Zhang, W. Wu, J. Liao, J. Li, H. Jiang, Chem. Eur. J. 2015, 21, 6708-671;, ¢) M. F. A.
Adamo, V. K. Aggarwal, M. A. Sage, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 8317-8318; d) X. Pan,
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Las distintas estructuras que seran objeto de estudio en este bloque
son aminas secundarias de la familia de las indolinas, fosfoindolinas,
fosfoisoindolinas y benzoxazinas. El interés particular que cada una de

ellas presenta se destacara al inicio del correspondiente capitulo.

I1.3.1. Biocatalisis Aplicada a la Sintesis Selectiva de Aminas

La sintesis quiral de moléculas bioactivas alcanzd especial
relevancia tras el descubrimiento de la diferente respuesta bioldgica
producida por la interaccién de los dos enantiémeros de un farmaco con
sus biorreceptores.’” A partir de ese momento, se introdujeron
Importantes restricciones en las empresas farmacéuticas en las que se
exigia la sintesis de un tunico estereoisémero y la caracterizacion del
efecto de cada enantiémero, comenzando asi un incremento exponencial

de desarrollo de metodologias de sintesis asimétrica.

La utilidad de las enzimas para sintetizar moléculas dpticamente
activas puede extenderse a transformaciones a escala industrial de
forma rutinaria para preparar compuestos enantiopuros.'® De cara a
procesos industriales, no solo la selectividad, sino también las
condiciones suaves de reaccién son una importante aportacién de las
enzimas frente a otros tipos de catalizadores. A pesar del significativo
progreso experimentado desde los primeros estudios de reacciones
biocataliticas hasta el escenario actual de aplicacion industrial de las
enzimas, todavia existen algunas desventajas manifiestas como ciertas
limitaciones en cuanto a estabilidad o carga de sustrato, lo que conlleva
la necesidad de alcanzar un nivel de conocimiento y desarrollo superior

para una completa integracién de la Biocatalisis en la industria. En este

Z. Liu, Tetrahedron 2014, 70, 4602-4610; e) J.-S. Yu, F.-M. Liao, W.-M. Gao, K. Liao, R.-
L. Zuo, J. Zhou, Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 1-6.

107 3) B. Kasprzyk-Hordern, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 4466-4503; b) B. Testa, G. Vistoli,
A. Pedretti, J. Caldwell, Helv. Chim. Acta 2013, 96, 747-798.

108 3) P. Hoyos, V. Pace, M. J. Hernaiz, A. R. Alcantara, Curr. Green Chem. 2014, 1, 155-
181; b) J.-M. Choi, S.-S. Han, H.-S. Kim, Biotechnol Adv. 2015,
doi:10.1016/j.biotechadv.2015.02.014; ¢) S. Wenda, S. Illner, A. Mell, U. Kragl, Green
Chem. 2011, 13, 3007-3047; d) N. Ran, L. Zhao, Z. Chen, J. Tao, Green Chem. 2008, 10,
361-372.
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sentido, la interrelacion de distintas disciplinas como ocurre en la
combinacién de catalizadores quimicos y enzimaticos supone un reto a
perseguir, donde las ventajas de unas y otras podrian ser aprovechadas

para un fin comtn.1%109

Ya sea a nivel industrial o académico, la idoneidad del
biocatalizador dependera del tipo de proceso que se pretenda catalizar y
de la disponibilidad del material de partida. En este contexto, se han
utilizado distintas enzimas en la preparacion de aminas

enantioenriquecidas (Figura 21).110

Lipasas o
NH. NH.
2 HI;IJ\R z
O O
Amino oxidasas Transaminasas
NH, NH, o NH,
o — o shidon
.
Imino reductasas Amino deshidrogenasas

Figura 21. Distintos tipos de enzimas utilizados como biocatalizadores en la
sintesis estereoselectiva de aminas.

Un ejemplo representativo utilizando lipasas es el descrito por
Paetzold y Backvall, quienes llevaron a cabo la resoluciéon cinética
dinamica de distintas aminas primarias empleando la CAL-B como

109 g) A. C. Marr, S. Liu, Trends Biotechnol 2011, 29, 199-204; b) C. A. Martinez, S. Hu,
Y. Dumond, J. Tao, P. Kelleher, L. Tully, Org. Process Res. Dev. 2008, 12, 392-398.

110 ) D. Ghislieri, N. J. Turner, Top. Catal 2014, 57, 284-300; b) H. Kohls, F. Steffen-
Munsberg, M. Héhne, Curr. Opin. Chem. Biol. 2014, 19, 180-192; ¢) B. M. Nestl, S. C.
Hammer, B. A. Nebel, B. Hauer, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 3070-3095; d) N. J.
Turner, M. D. Truppo, Chiral Amine Synthesis, Ed. T. C. Nugent, 1* Ed., Wiley-VCH,
Weinheim, 2010, pp. 431-459.
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biocatalizador, acetato de isopropilo como agente acilante y un complejo
de rutenio como agente de racemizacién (Esquema 31).111 E] mecanismo
de racemizacion consiste en la deshidrogenacién de la amina sustrato y
posterior re-adicién de hidrégeno a la imina. La presencia de carbonato
de sodio resulté necesaria para la neutralizar trazas de 4acido que
impedian la correcta racemizacion del sustrato. El proceso
quimioenzimatico transcurrié con excelentes estereoselectividades y, en
general, muy buenos valores de actividad, tolerando aminas con
sustituyentes metilo o etilo en una de las posiciones contiguas a la
amina y distintos grupos tanto aromaticos de diversa naturaleza como
alifaticos en la otra.

R O, _O_R

H
R’@\ R R@/ R R = p-MeO-CgH,

R Ru/H‘IRUf, R
S ”
oc co oc €O

N, NHAc
1;\ , + >7OAC /:\
1 2
R R CAL-B, Na,CO3 ROR
tolueno, 90 °C 45-95%

93->99% ee
Esquema 31. DKR de aminas primarias empleando lipasas.

Otro ejemplo interesante es el desarrollo de una nueva variante de
una amino deshidrogenasa obtenida por mutaciones a partir de la
leucina deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus capaz de
catalizar la aminacién reductiva enantioselectiva de la metil isobutil
cetona. De esta manera, los autores ampliaron la especificidad de
sustrato de la cepa natural, que solo presentaba actividad para el
correspondiente anilogo carboxilado (Esquema 32).1'2 En el proceso de
sintesis asimétrica empleando amina deshidrogenasas se utilizo el
sistema glucosa/glucosa deshidrogenasa (GDH) para la regeneracién del
cofactor, extendiendo la actividad de la variante enzimatica a distintos

sustratos.

11 J, Paetzold, J. E. Backvall, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 17620-17621.
12 M. J. Abrahamson, E. Vazquez-Figueroa, N. B. Woodall, J. C. Moore, A. S.
Bommarius, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 3969-3972.
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Amina
deshidrogenasa
O (mutante)

)H/ NADH
GDH/glucosa

NH,

T ek

O

Amina
deshidrogenasa
(cepa natural) NH,

NADH HOZC/H/
GDH/glucosa

Esquema 32. Sintesis de aminas quirales a partir de cetonas proquirales
empleando amina deshidrogenasas. Variacion de la especificidad de sustrato
mediante la creacién de nuevas variantes.
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Las aminas secundarias ciclicas Opticamente activas son
compuestos de gran interés que han sido ampliamente utilizados como
precursores de moléculas con actividad biolégica. Gran parte de las
aproximaciones sintéticas que tradicionalmente se han empleado para
su preparacion estan basadas en el uso de procesos de hidrogenacién de
iminas con catalizadores metalicos que actian de forma
estereoselectiva. Frente a ellos, la Biocatalisis se presenta como una
ruta alternativa interesante, evitando ciertas desventajas asociadas a la

toxicidad y coste de los complejos metalicos.

A continuacién, se realizara un breve resumen de los métodos
descritos para la sintesis de aminas secundarias ciclicas
enantioenriquecidas, bien a través de metodologias sintéticas
convencionales o bien empleando biocatalizadores, objetivo fundamental

de este trabajo.

2.1. Importancia de las Indolinas

Dentro del grupo de las aminas ciclicas, las indolinas ocupan un
lugar muy destacado tanto en quimica sintética como en quimica
médica.l’® Su esqueleto se encuentra presente en un gran numero de
alcaloides con actividad biolégica (Figura 22) y en compuestos
farmacolégicamente activos como el inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina pentopril, empleado en el tratamiento de Ila
hipertension.!'* En particular, las indolinas 2,3-disustituidas, con dos

centros quirales en su estructura presentan un interés especial ya que

113 3) D. Crich, A. Banerjee, Acc. Chem. Res. 2007, 40, 151; b) A. A. Patchett, R. P.
Nargund, Annu. Rep. Med. Chem. 2000, 35, 289-298.

114 3) R. Neelamegam, T. Hellenbrand, F: A. Schroeder, C. Wang, J. M. Hooker, J. Med.
Chem. 2014, 57, 1488-1494; b) R. Silvestri, J. Med. Chem. 2013, 56, 625-627.
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sus cuatro posibles diastereoisémeros pueden mostrar un
comportamiento muy diferente desde un punto de vista quimico, fisico o

bioldgico.

(a) N
\__NH

WAY 163909
(agente antipsicético)

(+)-Vinblastina
(tratamiento contra el cancer)

I H
CH; CHj

(-)-Fisostigmina
(tratamiento contra el Alzheimer)

(-)-Estricnina
(pesticida)

Figura 22. Seleccién ilustrativa de ejemplos de derivados de indolina con
actividad bioldgica, ya sean sintéticos (a) o alcaloides naturales (b-d).

2.2. Sintesis Convencional de Indolinas 2,3-
Disustituidas Opticamente Activas

En la bibliografia existen un gran namero de metodologias descritas
para la sintesis de indolinas O6pticamente activas, entre las que se
incluyen reacciones de arilacion aminica catalizadas por metales,
hidrogenacion catalitica de indoles, metodologias convergentes,
resolucién cinética no enzimatica de indolinas e incluso reacciones
radicalarias.!’> A continuacién se muestran algunos ejemplos
representativos de los métodos de sintesis mas comtuinmente empleados

para la preparacion de indolinas 2,3-disustituidas 6pticamente activas.

115 3) D. Liu, G. Zhao, L. Xiang, Eur. J. Org. Chem. 2010, 3975-3984; b) S. Anas, H. B.
Kagan, Tetrahedron’ Asymmetry 2009, 20, 2193-2199; c¢) D. J. Triggle, J. M. Mitchell, R.
Filler, CNS Drug Reviews 1998, 4, 87-136.
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2.2.1. Reduccion Asimétrica de Indoles

Dentro de los distintos métodos empleados para la obtencién de
indolinas Opticamente activas, la hidrogenacién catalitica de indoles
funcionalizados es una de las herramientas sintéticas mas utilizadas.!16
Esta estrategia presenta una serie de ventajas en cuanto a sencillez y
economia atémica, pero también plantea algunas dificultades como la
necesidad de introducir pasos de proteccién y desproteccién, o emplear
condiciones drasticas de reaccién como medios acidos o altas presiones
debido a la elevada estabilidad de los compuestos de partida.

En este contexto, Zhang, Zhou y colaboradores desarrollaron la
hidrogenaciéon de indoles catalizada por complejos de Pd derivados de
ligandos difosfina enantioméricamente puros y empleando 4cidos de
Bronsted como activadores (Esquema 33).17 La activacién del indol
transcurre a través de un equilibrio enamina-imina promovido por el
acido de Bronsted, rompiendo la aromaticidad del sustrato y
obteniéndose las correspondientes indolinas con rendimientos y
enantioselectividades elevados. Los mejores resultados se alcanzaron
empleando el (R)-H8-BINAP como ligando quiral en
CH:Cly/trifluoroetanol (CH:Clo/TFE, 1:1 v/v) y afadiendo &cido
camforsulfénico (L-CSA) como aditivo.

116 Algunos ejemplos recientes: a) Y. Duan, L. Li, M.-W. Chen, C.-B. Yu, H.-J. Fan, Y.-G.
Zhou, J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 7688-7700; b) C. Li, J. Chen, G. Fu, D. Liu, Y. Liu,
W. Zhang, Tetrahedron 2013, 6839-6844; c¢) Y. Duan, M.-W. Chen, Q.-A. Chen, C.-B. Yu,
Y.-G. Zhou Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 1235-1238; d) Y.-C. Xiao, C. Wang, Y. Yao, J.
Sun, Y.-C. Chen, Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 10661-10664.

117 D.-S. Wang, Q.-A. Chen, W. Li, C.-B. Yu, Y.-G. Zhou, X. Zhang, J. Am. Chem. Soc.
2010, 132, 8909-8911.
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R2 Pd(OCOCF3), Ho R2 ‘O
R)-H8-BINAP R
30 ST\ 1()—> 3l Y | 1 PPh,
R R R »—R R R
(AN H,, L-CSA LN LA\ PPh,
: H OO

CH,CI,/TFE
lon indoleni 83-96%
R' = Me, ~(CHy)4-, ~(CHy)s- on indolenio Boav) Oee (R)-H8-BINAP
R2=H, Me
R3=H, 7-Me

Esquema 33. Hidrogenacion catalitica asimétrica de indoles. Se muestran solo
aquellos ejemplos en los que los productos son indolinas 2,3-disustituidas.

Recientemente, se ha comprobado que la hidrogenacién asimétrica
de indoles desprotegidos utilizando Aacidos de Bronsted junto con
complejos de iridio épticamente activos derivados de ligandos P-OP
también resulta eficaz (Figura 23).118 Los autores observaron que el
rendimiento obtenido se incrementaba en funcién de la fuerza del acido
de Bronsted, lo que es consistente con el mecanismo del proceso ya que a
menor pKa del acido (mayor fuerza) el equilibrio se desplaza hacia la
formacién del ion iminio no aroméatico. Ademds, en esta ocasidn se
utiliza el CSA en forma racémica, confirmando que el aditivo no esta

involucrado en la estereodiscriminacién del proceso.

Figura 23. Ligando tipo P-OP empleado como ligando quiral en la
hidrogenacion asimétrica de indoles.
Uno de los problemas préacticos asociados a estas metodologias es
que a menudo es necesaria la preparaciéon de los indoles de partida a
través de procedimientos complejos. Una forma elegante de evitar esta

limitaciéon es partir de un indol facilmente disponible e introducir

118 J, L. Nunez-Rico, H. Fernandez-Pérez, A. Vidal-Ferran, Green Chem. 2014, 16, 1153-
1157.
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complejidad estructural mediante una reaccién de Friedel-Crafts como
primer paso de un proceso tandem en el que, seguidamente, se lleva a
cabo la reduccion de los aductos formados sin aislar estos intermedios. !9
Sun, Wang y colaboradores han utilizado esta estrategia incorporando el
sistema reductor base de Lewis/HSiCls, que presenta la ventaja de ser
benigno con el medio ambiente y de bajo coste.20 El catalizador de tipo
amida derivado del 4cido L-2-pipecolinico y la 1,2-difenil-2-
hidroxietilamina quiral result6 ser efectivo para una amplia variedad de
aldehidos (Esquema 34), excepto para sustratos con sustituyentes
distinto de metilo en la posicién C-2, o bien sustituidos con halégenos en
la posicién C-7.

H
N Ph
N I
o)
O)\H C|) Ph
MOM R2
N HSICl,
R1—:(I\>*Me N LN
N R CHClg, -20°C, 72 h R Me
H 4 N
H
45-95%
52-90% ee

Esquema 34. Preparacién estereoselectiva de indolinas a través de un proceso
tandem de reaccion de alquilacion y subsiguiente reduccion asimétrica.

2.2.2. Resolucién Cinética de Indolinas

Aunque menos estudiada, la resolucién cinética no-enzimaéatica de
las propias indolinas 2,3-disustituidas racémicas es una alternativa
valida para obtener estos derivados en forma dpticamente activa. Esta
metodologia se aplicé por primera vez en una acilacién catalitica de la
amina libre de la indolina empleando acetatos voluminosos de oxazol y
un complejo con quiralidad planar de pirrolidinpiridina (Fe-PPI) como
catalizador quiral (Esquema 35).12! Las selectividades observadas en

119Y, Duan, M.-W. Chen, Z.-S. Ye, D.-S. Wang, Q.-A. Chen, Y.-G. Zhou, Chem. Eur. J.
2011, 17, 7193-7197.

120 T,, Chen, C. Wang, L. Zhou, J. Sun, Adv. Synth. Catal. 2014, 356, 2224-2230.

121 F, O. Arp, G. C. Fu, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 14264-14265.
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este primer estudio fueron de bajas a moderadas, obteniéndose los
mejores valores en presencia de LiBr/18-corona-6 y para los derivados

cis frente a los trans.

AcO
tBu\é\ (0]
R2 N’(Ph R2 R2 (N>
Rm Fe-PPI Fﬁ@ﬁ RSTC\A* Z =
R1 _— * * R‘1 + >R —N \
N 18-corona-6 N N R _Fe R
H LiBr, tolueno H \Ac
-10°Cata.  55-64% conversion R R
R! = Me 90-98% ee R
S: 9.5-26 Fe-PPI

R? = H, Me, -CH,CO,Et
R', R? = <(CHy)y-, -(CHa)s
R3=H, OMe

R = 3,5-dimetilfenilo

Esquema 35. Resolucion cinética no enzimatica de indolinas racémicas

empleando complejos planos de pirrolidinpiridina.

Ademas de las estrategias de resolucidén cinética basadas en la
funcionalizacién del atomo de nitrégeno,'??2 también se ha desarrollado
este proceso a través de la transferencia de hidrégeno desde la indolina
a una imina mediada por un 4cido fosférico quiral (PA, Esquema 36).123
Uno de los enantiémeros de la indolina participa en la transferencia de
hidrégeno generando el correspondiente indol, mientras que el otro no
reacciona y se aisla con excelente exceso enantiomérico, constituyendo el
primer ejemplo descrito de resolucién cinética oxidativa de aminas
secundarias. El catalizador PA acttia como un activador bifuncional al
poseer una parte acida de Bronsted (P-OH) y una parte bésica de Lewis
(P=0). Ademas de las indolinas 2,3-disustituidas que se muestran en el
Esquema 36, los autores aplicaron el sistema catalitico a una gran
variedad de indolinas sustituidas en la posiciéon C-2, obteniéndolas con

buenos rendimientos y excesos enantioméricos.

122 X. L. Hou, B. H. Zheng, Org. Lett. 2009, 11, 1789-1791.
123 K, Saito, Y. Shibata, M. Yamanaka, T. Akiyama, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 11740-
11743.
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OMe OMe
N| OMe HN OMe
Ph)\ /K :
R /’ R
N benceno, 50 °C N
H H j

R = Me, ~(CHy),- 44-49%
e 99->99% ee

Ph

Esquema 36. Resolucion cinética oxidativa de indolinas 2,3-disustituidas
empleando un acido fosférico quiral como catalizador.

2.2.3. Metodologias Convergentes

Las metodologias convergentes para la preparacion de indolinas son
estrategias de gran interés desde el punto de vista de la economia
atémica. En este sentido, se ha descrito la sintesis de indolinas trans-
2,3-disustituidas mediante la sustitucién electréfila asimétrica de 2-
bencilanilinas con una serie de aldehidos, seguida de una sustitucién
nucleéfila intramolecular empleando catélisis dcida (Esquema 37).12¢ La
sustitucién electrofila ocurre con una induccién asimétrica excelente en
la posicion bencilica debido a la mediacién en dicho paso de reaccion del
auxiliar quiral (—)-esparteina. A continuacién, tiene lugar la sustitucién
estereoselectiva del alcohol secundario por la MN-pivaloilamina,
obteniéndose las trans-indolinas 2,3-disustituidas con elevadas purezas

Opticas.

124 K, H. Kang, J. Do, Y. S. Park, J. Org. Chem. 2012, 77, 808-812.
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R2 "BuLi/ R?2
X (-)-esparteina X HCI, 80 °C X
_— B —— . ,R‘I
R'CHO N
NHPiv \PiV
dr: 73:27 - 94:6 62-78% rdto
88-98% ee 90-96% ee

R' = Ph, 0-F-CgHs, p-Br-CgHs
R? = p-CI-CgHsg, p-MeO-CgHs, -CH=CH-CgHy,1-naftilo
X=H, Cl

Esquema 37. Sintesis asimétrica de indolinas por sustitucién electréfila

seguida de ciclodeshidratacion en medio acido.

Poco tiempo después, los autores desarrollaron una metodologia
similar de sintesis de ¢ransindolinas 2,3-disustituidas a través de
procesos de ciclodeshidratacion del alcohol de AN-pivaloil-2-
aminofenetilo.!?> En este caso y con la intencién de ampliar el espectro
de sustratos aceptados en el proceso, se emplearon las condiciones de
Mitsunobu para la ciclacién intramolecular, consiguiendo mejores

valores de enantioselectividad en condiciones de reaccion més suaves.

Recientemente, se ha logrado la sintesis de cissindolinas 2,3-
disustituidas enantioenriquecidas en dos pasos de reaccién a partir de
2-alquenilanilinas y aldehidos aromaticos empleando una estrategia
basada en la catalisis con CuH.'?¢ Tras una primera etapa de formacién
de la imina, el intermedio olefinico reacciona estereoselectivamente con
la especie activa L*CuH generada por reaccién entre el Cu(OAc): con el
ligando quiral de bifosfina L y una cantidad estequiométrica del
hidrosilano en una mezcla TBME/THF (19:1, Esquema 38). La reaccién
tiene lugar en presencia de trifenilfosfina como ligando secundario y un
alcohol, minimizandose los procesos laterales al emplear ‘BuOD vy
obteniéndose selectivamente los isémeros cis con rendimientos y excesos

enantioméricos de moderados a muy buenos.

125 K -H. Kang, Y. Kim, C. Im, Y.-S. Park, Tetrahedron 2013, 69, 2542-2549.
126 E, Ascic, S. L. Buchwald, . Am. Chem. Soc. 2015, 137, 4666-4669.
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Esquema 38. Sintesis de cissindolinas 2,3-sustituidas empleando CuH como
especie catalitica.

2.3. Resolucion Cinética Enzimatica

Frente a los métodos quimicos convencionales que frecuentemente
requieren el empleo de condiciones fuertes de reaccién o el uso de
reactivos caros, los procesos biocataliticos representan una interesante
alternativa. A pesar de haber sido notablemente mas abundantes los
estudios relativos a la funcionalizacién enzimatica de alcoholes,!27 la
preparacién biocatalitica estereoselectiva de aminas ocupa también un
lugar destacado en la aplicacién de la Biocatéalisis.!?8 En este campo las
hidrolasas han sido ampliamente utilizadas,'2° si bien conviene resaltar
que el uso de otros grupos de enzimas como aminooxidasas o
transaminasas ha experimentado un importante desarrollo en los

ultimos tiempos.130

127 Algunos ejemplos: a) E. Busto, L. Martinez-Montero, V. Gotor, V. Gotor-Ferndndez,
Eur. J. Org. Chem. 2013, 4057-4064; b) R. Lihammar, R. Millet, J.-E. Backvall, J. Org.
Chem. 2013, 78, 12114-12120; ¢) R. Amin, J.-X. Chen, I. C. Cotterill, D. Emrich, D.
Ganley, Y. L. Khmelnitsky, M. D. McLaws, P. C. Michels, C. E. Schwartz, D. Thomas, J.
Yan, Q. Yang, Org. Process Res. Dev. 2013, 17, 915-920.

128 Algunos ejemplos recientes: a) T. Kida, T. Iwamoto, H. Asahara, T. Hinoue, M.
Akashi, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 3371-3374; b) K. P. J. Gustafson, R. Lihammar, O.
Verho, K. Engstrom, J.-E. Backvall, J. Org. Chem. 2014, 79, 3747-3751; ¢) D. Méndez-
Sanchez, N. Rios-Lombardia, S. Garcia-Granda, J. Montejo-Bernardo, A. Fernandez-
Gonzalez, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, Tetrahedron’ Asymmetry 2014, 25, 381-386.

129 K. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Chem. Rev. 2011, 111, 3998-4035.

130 H, Kohls, F. Steffen-Munsberg, M. Hohne, Curr. Opin. Chem. Biol. 2014, 19, 180-192.
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En lo relativo a las hidrolasas, la introduccién de quiralidad en
sistemas nitrogenados y, en concreto, en aminas secundarias se ha
llevado a cabo a través de distintas estrategias, entre las que destacan
la transformacién directa del grupo amino, la alteraciéon de diferentes
posiciones en el anillo heterociclico o la modificacién de distintos grupos
funcionales que puedan estar presentes en las aminas ciclicas. A
continuacién, se comentaran resumidamente algunos de los ejemplos
descritos en la bibliografia para la modificacién estereoselectiva del
grupo amino de aminas secundarias ciclicas empleando hidrolasas en
procesos de acilacion o alcoxicarbonilacién, tematica que ha sido objeto

de estudio en este capitulo.

2.3.1. N-Acilaciones

El primer ejemplo que se encuentra en la bibliografia referente a
acilaciones enzimaticas de aminas secundarias ciclicas proviene de los
estudios de G. Asensio y colaboradores sobre el (+)-2- y el (%)-3-
piperidinilmetanol como sustratos y la PPL y la lipasa Amano P de
Pseudomonas fluorescens como biocatalizadores (Esquema 39).13! Los
autores observaron que tanto los rendimientos como los excesos
enantioméricos obtenidos, asi como la tendencia hacia la O o M
acilacién del aminoalcohol mostraba una alta dependencia del tipo de
sustrato, enzima utilizada, tiempos de reacciéon y temperatura. Asi, la
acilacién en el grupo amino se encuentra favorecida cuando el alcohol se
sitda en la posicion C-2 del anillo, obteniéndose el sustrato remanente
con bajo exceso enantiomérico y elevado rendimiento en presencia de la
PPL, mientras que el producto MN-acetilado se aisla con purezas 6pticas
entre moderadas y buenas dependiendo del grado de conversién de la
reaccion. Por su parte, la lipasa Amano P mostré peor regioselectividad,
dando lugar a una mezcla compleja de productos en la que se detectd el
compuesto N, O-diacetilado.

131 G, Asensio, C. Andreu, J. A. Marco, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 4197-4198.
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H 4-30 h H

lipasa
(Nj“»/OH (LOH NI j\ OAc

O o

Esquema 39. Acilacién enzimadtica del (+)-2-piperidinilmetanol.

Poco tiempo después Herradén y Valverde llevaron a cabo por
primera vez la reacciéon de acilacién mediante el uso de una acilasa
como catalizador,’3? un tipo de enzima que hasta ese momento sélo
habia sido utilizada en la reaccién inversa de hidroélisis.!33 Ademas de
una serie de alcoholes lineales y ciclicos, entre los sustratos estudiados
se encuentran también aminas ciclicas, teniendo lugar la reaccién a
través de un proceso de MN-acilacién cuando se parte del (+)-3-
piperidinilmetanol, si bien las enantioselectividades observadas fueron

bajas para este sustrato.

Morgan y colaboradores desarrollaron la resolucién cinética de un
derivado de piperidina mediante procesos de acilacién enantioselectiva
catalizados por lipasas. A pesar de que la molécula no contiene ningan
centro quiral, existe como un par de enantiémeros debido a la
atropoisomeria derivada del doble enlace exociclico que restringe la
movilidad conformacional del anillo de diaril[a,dlcicloheptano.'3* Dicho
compuesto es un intermedio clave en la sintesis del SCH66336, un

inhibidor de la proteina farnesil transferasa (Figura 24).

132 B, Herradén, S. Valverde, Synlett 1995, 599-602.

133 H. K. Chenault, J. Dahmer, G. M. Whitesides, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 6354-
6364.

134 B, Morgan, A. Zaks, D. R. Dodds, J. Liu, R. Jain, S. Megati, F. G. Njoroge, V. M.
Girijavallabhan, J. Org. Chem. 2000, 65, 5451-5459.
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Figura 24. Estructura del SCH66336.

Los autores realizaron una detallada optimizacién de distintos
parametros de reacciéon como el biocatalizador, agente acilante, grado de
humedad de la reaccion y disolvente utilizados. Combinando la lipasa
Toyobo LIP-300 y el isobutirato de trifluoroetilo como agente acilante se
alcanzé un 50% de conversiéon con una excelente enantioselectividad
(Esquema 40). El catalizador se pudo reciclar y reutilizar sin pérdida
aparente de actividad durante 15 ciclos.

cl o Br

F3C/\OJ\ R

LIP-300
TBME
2.75-26 h, 200 rpm

43-50% conversion @)

N
H

R = Me, ‘Bu, "Pr 89-97% ee 71-96% ee
Esquema 40. Acilacion enzimatica del precursor del SCH6636.

La acilacién enzimatica del aminoéster de metilo derivado del acido
piperazin-2-carboxilico se ha descrito utilizando la CAL-A como
biocatalizador.’® La presencia de dos nitrégenos potencialmente
reactivos en el producto de partida hizo necesaria la proteccién de uno
de ellos para evitar mezclas de productos, oportunidad que los autores
aprovecharon para estudiar ambos procesos. Se observé que la N
acilaciéon se encontraba favorecida en términos de reactividad y
enantioselectividad con la piperazina rica en electrones, es decir,
aquella en la que el grupo amino libre estaba situado en posicién a al
éster carboxilico (Esquema 41). Los mejores resultados se obtuvieron

135 A, Hietanen, K. Lundell, L. Kanerva, A. Liljeblad, Arkivoc 2012, v, 60-74.
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empleando ésteres alquilicos activados como dadores de acilo (de vinilo o
de trifluoroetilo), consiguiéndose una conversién del 50% con excelentes
excesos enantioméricos al llevar el proceso a escala de gramo con
butanoato de 2,2,2-trifluoroetilo en TBME.

Boc CAL-A

M, e Ekw i]

H COMe 509 conversion MeO,C
O R
>99% ee 99% ee

N PrCO,~ PrCO,H [
[ﬁj\(owle [ j\ffOMe CAL-A j}(OMe
o)

60%
98% ee

Esquema 41. Resolucién enzimatica del aminoéster de metilo derivado del acido
piperazina-2-carboxilico catalizada por la CAL-A a través de un proceso de KR
(arriba) o de DKR empleando aldehidos como agentes de racemizacién (abajo).

Como se ha comentado en la introducciéon de este bloque, una
desventaja inherente a las resoluciones cinéticas clasicas radica en la
limitacién de obtener un rendimiento maximo del 50%, lo que tiene un
considerable impacto econémico de cara a posibles aplicaciones
industriales. Sin embargo, con la resolucién cinética dindmica es posible
alcanzar un rendimiento tedérico del 100%.% En este contexto, la
resolucién cinética de la piperazina también se estudié en condiciones
de DKR.135 Para ello, se utilizé butanoato de vinilo como agente acilante,
considerando la opciéon de emplear un aldehido como agente de
racemizacion. Dicho aldehido podria formarse a través de la
isomerizacién a acetaldehido del alcohol vinilico liberado durante la KR,

0 bien mediante la hidrdlisis del butanoato de vinilo por el agua residual

de la enzima, que conduciria a la formacién de acido butanoico

(Esquema 41). Los autores observaron distintos resultados en funcién

del preparado enzimatico de CAL-A utilizado, si bien los mejores
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rendimientos no superaron el 60% hacia la formacién de la amida de
configuracién (9, detectando en la mezcla de reaccién una cantidad

considerable de sustrato sin reaccionar.

2.3.2. N-Alcoxicarbonilaciones

A diferencia de los procesos de acilacién enzimatica de aminas
donde el producto resultante de la biotransformacién es una amida, las
reacciones enzimaticas de  Malcoxicarbonilacibn  proporcionan
carbamatos. Debido a su elevada estabilidad, los carbamatos no son
sustratos adecuados para la reaccién inversa de hidrdlisis, un proceso
lateral que si se produce habitualmente en las acilaciones y que a
menudo origina pérdidas de enantioselectividad en las amidas. Asi, los
fenémenos de hidrélisis competitiva no tienen lugar en las reacciones de
alcoxicarbonilacién, lo que permite obtener excelentes
enantioselectividades y ha sido un motivo de peso para muchos autores

a la hora de decantarse por esta estrategia frente a la acilacién.

Las reacciones de alcoxicarbonilacién enzimaética se inician por
Wong y colaboradores con la proteccion de aminas secundarias en forma
estereoselectiva.!?® La aziridina racémica que se muestra en el Esquema
42 se hizo reaccionar con distintos homocarbonatos en presencia de la
subtilisina BPN” y de la CRL, siendo esta ultima enzima la que condujo
a los mejores resultados, aislandose el carbamato de alilo
correspondiente con un rendimiento del 49% y un 84% ee. Los autores
estudiaron también la alcoxicarbonilacién de la (+)-2-metilindolina, que
en la reacciéon con la subtilisina BPN’ y carbonato de dialilo dio lugar al
enantiémero (&) del correspondiente carbamato con muy buen exceso
enantiomérico (93% ee) aunque con un rendimiento muy pobre (6%,

Esquema 42).

136 B, Orsat, P. B. Alper, W. Moree, C.-P. Mak, C.-H. Wong, J. Am. Chem. Soc. 1996,
118 712-713.
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Esquema 42. Alcoxicarbonilacién enzimatica de la 3-metoxi-1a,2,7,7a-
tetrahidro-1Hnafto[2,3-blaziridina (arriba) y de la 2-metilindolina (abajo).

La 1-metil-6,7-dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina, también
conocida como salsolinol, se ha detectado en la orina de pacientes con la
enfermedad de Parkinson y se ha evidenciado que este compuesto y, en
particular, el enantiémero (/) estd involucrado en el mecanismo
responsable de producir esta enfermedad. La preparacion
estereoselectiva del mismo se encuentra descrita a partir de la
correspondiente tetrahidroisoquinolina dimetoxilada que, a su vez, se
obtuvo en forma Opticamente activa mediante un proceso de
alcoxicarbonilaciéon de la 1-metil-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoqui-
nolina racémica catalizado por la lipasa de Candida antarctica de tipo A
(CAL-A, Esquema 43).137 Tras una minuciosa optimizacién de las
condiciones de reaccién los autores aislaron tanto el carbamato como la
amina remanente con excelentes excesos enantioméricos y elevados
rendimientos, alcanzando el proceso la maxima conversién (50%). Cabe
destacar que con otros carbonatos de fenilo y alilo también se obtuvieron
resultados similares en cuanto a conversiéon y enantioselectividad, y lo
mismo ocurrié al emplear otros disolventes no polares como distintos
éteres, si bien el tolueno fue seleccionado por su menor volatilidad y, por
tanto, mejor reproducibilidad.

137 W, Ding, M. Li, R. Dai, Y. Deng, Tetrahedron: Asymmetry 2012, 23, 1376-1379.
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Esquema 43. Resolucién cinética enzimatica de la 1-metil-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina racémica catalizada por CAL-A y empleando el
carbonato de alilo y 3-metoxifenilo.

Una mejora de esta transformacion consiste en efectuarla aplicando
el concepto de DKR.138 Los autores utilizaron la CRL como
biocatalizador y un complejo de iridio como agente de racemizacién
([IrCp*I2]2) en condiciones de reaccién suaves para evitar la
desnaturalizacién de la enzima. Las etapas de resolucién cinética y
racemizacion se optimizaron de manera independiente, tras lo cual
ambas se combinaron, formandose el carbamato de configuracién (R)
con una conversién del 90% y un excelente exceso enantiomérico (96%
ee), incluso a escala multi-gramo. La principal limitacién del proceso

radica en el catalizador de racemizacion por la dificultad de su sintesis.

Nuestro grupo de investigaciéon ha demostrado la utilidad sintética
de la resolucidon cinética enzimatica de aminas secundarias ciclicas a
través de una ruta quimioenzimatica para la preparacion de indolinas
2- 0 3-monosustituidas opticamente activas.'®® Para ello se emplearon
una serie de lipasas y distintos agentes de alcoxicarbonilacién, y se
estudié la resolucién enzimatica de la 2-metilindolina, 2-fenilindolina y
diferentes 2-metilindolinas funcionalizadas en la posicién C-5. Se

observéd que la CAL-A en combinacién con el carbonato mixto de alilo y

138 M. Stirling, J. Blacker, M. 1. Page, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 1247-1250.
139 V. Gotor-Fernandez, P. Fernandez-Torres, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry 20086,
17, 2558-2564.
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3-metoxifenilo ofrecia resultados 6ptimos para los derivados sustituidos
en la posicion C-2, mientras que aquellos sustituidos en la posicién C-3
se resolvieron de manera eficiente combinando la CAL-B con el
carbonato de dialilo (Esquema 44). Asi, mediante una seleccién correcta
de la lipasa, el carbonato y el disolvente, fue posible obtener en todos los

casos el sustrato y el producto con elevados excesos enantioméricos.

R2 R1

S
o} N
2

H
R R!' NaBHsCN R R RSOJ\O/\/ 97-99% ee
DS 3 YN +
Y _— _—
N) AcOH, t.a. N) Enzima, TBME R2 R
H H T, 250 rpm ?
9-66 h N

R' = 2-Me, 3-Me, 2-Ph %\
o) O/\/

R2=F, OMe, H
93-99% ee

Esquema 44. Resolucion cinética enzimatica de indolinas 2- y 3-sustituidas
empleando carbonatos de alilo.
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Objetivos

En los antecedentes de este trabajo de investigacién se ha destacado

la importancia de las indolinas 2,3-disustituidas en forma 6pticamente

activa, estructura que se encuentra presente en una gran variedad de

productos naturales y en compuestos farmacolégicamente activos. En

este contexto, los objetivos planteados para la realizacién de este

capitulo son:

- Poner a punto una metodologia sintética para la

obtencién de indoles

funcionalizados,

inmediatos de las indolinas.

- Desarrollar procedimientos diastereoselectivos
para la preparacién de las indolinas racémicas de
configuraciéon relativa cis y trans a partir de los

correspondientes indoles.

precursores

R3
R! : N A\ R2
Z N
H
R3
R'r b R2
Z N
H

- Estudiar la resolucién cinética de las indolinas a través de

procesos de alcoxicarbonilacién empleando hidrolasas.

- Analizar la influencia que tienen los diferentes
patrones de sustitucién y su estereoquimica relativa en

la resolucién enzimatica.

HIDROLASA
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Resultados y Discusion

El trabajo recogido en este capitulo se ha realizado con la
pretensiéon de desarrollar métodos de sintesis asimétrica de indolinas
2,3-disustituidas, aprovechando para ello las ventajas que la
Biocatalisis ofrece en términos de sencillez y respeto con el medio
ambiente. Asi, mediante una combinacién de procesos quimicos y
enzimaticos se ha diseflado una metodologia sencilla y eficiente que
permite la obtencién de este tipo de aminas en forma Opticamente

activa.

2.4. Sintesis y Resolucién de trans-2,3-Dimetilindolina

En primer lugar, se planted el estudio de la resoluciéon cinética
enzimatica de la trans2,3-dimetilindolina (¢rans-21a). La seleccién de
este sustrato como modelo se debe a su facilidad de preparacién por
reduccién del 2,3-dimetil-1H-indol (20a), disponible comercialmente. La
reducciéon de 20a con cianoborohidruro de sodio en acido acético
(Esquema 45)140 condujo a una mezcla de isémeros cis/trans en una
relaciéon 1:3. Mediante la purificaciéon del crudo de reaccién por
cromatografia de columna en gel de silice se obtuvo la indolina #rans

21a con un rendimiento moderado (38%).

140 3) G. W. Gribble, J. H. Hoffman, Synthesis 1977, 849-860; b) F. Yamada, A.
Kawanishi, A. Tomita, M. Somei, Arkivoc 2003, viiz, 102-111.
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NaBH;CN
N — | T S +
N AcOH N N
H H H

ta,5h
20a (x)-trans-21a (x)-cis-21a

3 1
38%

Esquema 45. Reduccién del 2,3-dimetil-1A-indol (20a) con NaBHsCN.

Con el objetivo de monitorizar las biotransformaciones por HPLC y
determinar los excesos enantioméricos en caso de producirse la reaccién
enzimatica, se llevd a cabo la sintesis del producto de la resolucién
trans-23a en su forma racémica. Con este fin, se utilizé6 la indolina
trans-21la como material de partida en la sintesis del correspondiente
carbamato por reacciéon de la misma con cloroformiato de alilo,
obteniéndose (+)-trans23a con un rendimiento excelente (Esquema 46).

O

C|)J\O/\/ i
22a N
N CH,Clj, piridina )\0
H ta,3h ©
(x)-trans-21a (t)-trans-23a \

95%
Esquema 46. Sintesis del carbamato racémico trans-23a.

Seguidamente, se estudié la resolucién cinética de (+)-trans-21a,
para lo cual se consideraron una serie de lipasas como la CAL-A, CAL-
B, CRL, PPL, la lipasa de Thermomyces lanuginosa (TLL), RML-IM y la
AK de Pseudomonas fluorescens. Basandose en la experiencia de
nuestro grupo de investigacién en la resolucion de derivados de
indolina,'3® se abordé el proceso a través de reacciones de
alcoxicarbonilacién del grupo amino y se seleccionaron el carbonato de
dialilo y el carbonato de alilo y 3-metoxifenilo como agentes de
alcoxicarbonilacién (Esquema 47). Desafortunadamente, ninguno de los
biocatalizadores estudiados mostraron actividad alguna, aislandose

exclusivamente el material de partida racémico.
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9] lipasa : N~ -
o+ —_— + i
H

N
H 30°C,53h
24a: R = H,C=CHCH,

+)-t -21a
(®)-trans 24b: R = 3-MeO-CgH,

trans-23a \ trans-21a

Esquema 47. Resolucion cinética enzimatica de la trans-2,3-dimetilindolina
(trans-21a) mediante un proceso de alcoxicarbonilacién.

2.5. Sintesis y Resolucién de cis-2,3-Dimetilindolina

Debido a la total ausencia de reactividad observada en la resolucién
de la indolina de configuracién trans, se decidié modificar la
configuraciéon relativa de los grupos metilo y estudiar la resolucién
cinética de la cis-2,3-dimetilindolina racémica (cis-21a). Para ello, fue
necesario desarrollar una metodologia sintética dirigida hacia la
formacién diastereoselectiva del isémero cis, que suele estar favorecida
en procesos de hidrogenacién catalitica con catalizadores
heterogéneos.'*! En una primera aproximacién en la que se efectud la
hidrogenacién del indol 20a empleando el catalizador de Adams (PtO»),
tuvo lugar la desapariciéon completa del producto de partida, aunque
también se detecté la formaciéon no deseada de grandes cantidades del
isémero trans durante el proceso. En la busqueda de otro catalizador
heterogéneo mas adecuado, se llevo a cabo la reaccion con Pd-C en las
condiciones descritas por Wee y colaboradores para la hidrogenacién del
2-etil-3-metil-1 H-indol.142 Asi, empleando 10% Pd-C como catalizador en
combinacién con una mezcla de 4cido acético y un 5% (v/v) de 4cido
perclérico como medio de reaccién (Tabla 10) se obtuvo la indolina
racémica cis-2la de manera exclusiva, aunque con una conversion

moderada (entrada 1).

141 A, Kulkarni, W. Zhou, B. Torok, Org. Lett. 2011, 13, 5124-5127.
142 A, G. H. Wee, B. Liu, L. Zhang, J. Org. Chem. 1992, 57, 4404-4414.
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Tabla 10. Optimizacién de la reaccion de hidrogenacién catalitica
diastereoselectiva del 2,3-dimetilindol (20a) catalizada por Pd-C para la
obtencién de la cis-2,3-dimetilindolina (cis-21a).

N H,, 10% Pd-C
N AcOH, HCIO, N
H

ta.,24h H
20a (x)-cis-21a
Entrada HCIO, (%)° c (%)° ed (%)°
1 5 50 >97
2 10 56 >97
3 30 >97 (85) >97

a Relacién de v/v.
b Porcentajes determinados por H-RMN del crudo de reaccién. Se indican entre
paréntesis los rendimientos aislados.

Con la finalidad de aumentar la conversiéon se incrementd la
cantidad de HCIO4 hasta un 10% (v/v), observando un ligero aumento de
la conversién (entrada 2), aunque todavia lejos de valores satisfactorios.
Afortunadamente, al anadir un 30% (v/v) de HC1O4 la reaccién alcanzé
conversiéon completa hacia el diastereoisémero deseado, aislandose de
esta manera la indolina racémica cis2la con muy buen rendimiento
(entrada 3).

Una vez optimizada la sintesis de la indolina racémica cis-21a se
establecieron los métodos analiticos adecuados para el seguimiento de
las reacciones por HPLC empleando columnas de relleno quiral, para lo
cual se sintetizé con buen rendimiento el correspondiente carbamato
racémico (78%) por reaccién de la indolina (+)-cis-21a con cloroformiato

de alilo en presencia de piridina y diclorometano seco.

A continuacidn, se procedié al estudio de la resolucion cinética de la
indolina racémica mediante un proceso de alcoxicarbonilacion
enzimatica. Teniendo en cuenta nuevamente la experiencia de nuestro
grupo de investigacion, se consider6 la CAL-A como biocatalizador mas
adecuado, por la buena actividad mostrada en la resolucién de indolinas
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estéricamente impedidas.'*3 Como agentes de alcoxicarbonilacién se
seleccionaron los carbonatos de dialilo (24a) y el mixto de alilo y 3-
metoxifenilo (24b), empleando diferentes disolventes como medios de

reaccién (Tabla 11).

Tabla 11. Resolucién cinética enzimética de (+)-cis-21a empleando CAL-A y 2.5
equiv. de agente alcoxicarbonilante (24a-b) en diferentes disolventes organicos.

0 CAL-A : N N
+ —_— + o
©j§_ RONOTFdisolvente o= ©\/I\>
H

H 30 °C, 250 rpm
, 24a: R= H,C=CHCH,
(%)-cis-21a 24b: R= 3-MeO-CgH, (2R,3R)-23a \ (25,35)-21a

Entrada 24 Disolvente t(h) ee, (%) ee/(%) c(%)° E

1 24a TBME 167 >99 19 16 >200
2 24b TBME 24 98 (35) 99 (30) 50 >200
3 24b Et,0 24 99 94 49 >200
4 24b THF 24 99 6 6 >200
5 24b Hexano 24 99 63 39 >200
6 24b Tolueno 24 99 70 41 >200

a Determinado por HPLC. Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados.
b o= eed(ees + eep).
¢ F=1n[(1-0(1-eep)l/In[(1-)(1+eep)] 144

Asi, en la alcoxicarbonilacion de cis-21a con el carbonato de dialilo
(24a) en presencia de la CAL-A se obtuvo una enantioselectividad
excelente, si bien la reactividad fue baja tras 167 horas de reaccién en
TBME (entrada 1). Al utilizar un carbonato mas reactivo como es el
carbonato de alilo y 3-metoxifenilo (24b), se alcanzé un 50% de
conversiéon tras 24 horas con una excelente enantiodiscriminacion
(£>200), lo que permiti6 aislar tanto sustrato como producto de forma
practicamente enantiopura y con buenos rendimientos (entrada 2).
Cuando se emplearon otros disolventes como Et:O, THF, hexano o

143 P, Dominguez de Maria, C. Carboni-Oerlemans, B. Tuin, G. Bargeman, A. van der
Meer, R. van Gemert, J. Mol. Catal. B Enzym. 2005, 37, 36-46.

144 C.-S. Chen, Y. Fujimoto, G. Girdaukas, C. J. Sih, J. Am. Chem. Soc. 1982, 102, 7294-
7299.
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tolueno (entradas 3-6) se obtuvieron resultados similares en términos de
enantioselectividad (#£>200), pero los valores de conversién fueron
menores, excepto en el caso del éter dietilico con el que se observaron

resultados comparables a los de la reaccién con TBME (entrada 3).

De esta manera, las mejores condiciones para la resolucién cinética
enzimatica quedaron definidas llevando a cabo la reacciéon en TBME,
utilizando CAL-A como biocatalizador y 2.5 equiv. de carbonato de alilo
y 3-metoxifenilo como agente de alcoxicarbonilacién. Por ultimo, la
medida de la rotacién éptica de la amina enantioenriquecida permitio la
asignacion de la configuracién absoluta por comparaciéon con los valores
descritos en la bibliografia. Asi, el experimento se realiz6 en las
condiciones descritas para (&,£)-21a ([a]3® = +26.6 (c 0.83, CHCls) para
un 92% de ee),!'7 obteniéndose un valor similar de signo contrario
([a]&® =-29.0 (¢ 0.83, CHCls) para un 99% de ee). De acuerdo con esto,
las configuraciones de los productos de la resoluciéon enzimatica se

asignaron como (S,S) para la amina 21a y (&, R) para el carbamato 23a.

2.6. Sintesis y Resolucion de cis- Indolinas Sustituidas

Una vez que se ha desarrollado una metodologia eficiente para la
resolucién de la indolina cis-21a, se decidié extender la misma a otros
sustratos, estudiando en primer lugar la funcionalizacién del anillo
aromatico, y variando en segundo lugar la sustitucién en las posiciones
C-2 y C-3. En ambos casos fue necesaria la sintesis previa de los indoles
(20b-1) precursores de las indolinas racémicas (cis-21b-1), ya que éstos no

son comercialmente accesibles.

2.6.1. Sintesis y Resolucién de cis-2,3-Dimetilindolinas con
Distintas Funcionalidades en el Anillo Aromatico

La reaccién de indolizacién de Fischer entre la 2-butanona (26a) y
diferentes fenilhidrazinas (25b-e) a reflujo de 4cido acético permitié

aislar con excelentes rendimientos los indoles funcionalizados en las
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posiciones C-5 (Me, OMe, F) y C-7 (Me) del anillo aromatico (Esquema
48).

NHNH,CI
0 __AcOH S\ Hy, Pd-C f
S * )I\/ > R
R 120°C, 2 h = N AcOH, HCIO,

=
ta., 24 h
25b-e 26a 20b-e +)-cis-21b-e
85-91% 27 65%

R' = 5-Me (b), 5-OMe (c), 5-F (d), 7-Me (e)

Esquema 48. Sintesis diastereoselectiva de las indolinas cis-21b-e.

Posteriormente, para la hidrogenaciéon diastereoselectiva de los
indoles 20b-e se aplicaron las condiciones optimizadas para el indol 20a.
Al igual que ocurria con éste, la diastereoselectividad fue excelente con
todos los sustratos, obteniéndose las correspondientes cis-indolinas sin
detectar en ningun caso la formacién del isdbmero trans. Sin embargo, en
términos de reactividad se aprecidé un comportamiento diferente
dependiendo del patrén de sustitucién (Tabla 12). Asi, en la
hidrogenacion de los indoles 20b y 20c con sustituyentes
electrondadores en la posicién C-5 (entradas 1 y 2) se alcanzaron
conversiones elevadas, aislandose las indolinas cis-21b y 21c¢ con buenos
rendimientos. Por otro lado, las conversiones fueron moderadas para los
derivados con un sustituyente fltior en la posicién C-5 (20d, entrada 3) o
un metilo en la posicién C-7 (20e, entrada 4), con los que se obtuvieron

rendimientos entre bajos y moderados.

Tabla 12. Sintesis de las indolinas racémicas cis-21b-e por indolizacién de
Fischer y subsiguiente reduccién estereoselectiva de los indoles 20b-e
empleando Pd-C como catalizador.

Entrada R! 20b-e (%)° c 21b-e (%)° 21b-e (%)
1 5-Me (b) 85 80 65
2 5-OMe (c) 85 76 65
3 5-F (d) 97 69 41
4 7-Me(e) 76 57 27

a Rendimientos aislados tras purificacién por columna cromatografica en gel de silice.
b Conversiones determinadas por 'H-RMN del crudo de reaccién.
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Las indolinas racémicas sintetizadas cis-21b-e se utilizaron como
sustratos de partida para la sintesis de los correspondientes carbamatos
(cis28b-e), aislandolos en forma racémica con buenos rendimientos (los
datos se recogen en la Parte Experimental). Tras la separacién de
ambos enantiémeros de las indolinas y carbamatos racémicos cis-23b-e
mediante HPLC con columnas de relleno quiral, se llevd a cabo la
resolucién cinética enzimatica de las aminas, de nuevo en las

condiciones 6ptimas establecidas para el sustrato modelo (Esquema 49).

X
OMe Riw
B CAL-A N SN
R1_: + o) B ——— #O + R1_: an
= N )J\ _ TBME [e) = N
H 0~ S0 ¥ 30°C, 250 rpm H
(t)-cis-21b-e 24b (2R.3R)-23b-e\ (2S,3S)-21b-e

| R! = 5-Me (b), 5-OMe (c), 5-F (d), 7-Me (e) |

Esquema 49. Resolucion cinética de las indolinas racémicas cis-21b-e
empleando CAL-A como biocatalizador en TBME.

La reaccién de alcoxicarbonilacién de los derivados sustituidos en la
posicion C-5 del anillo aromatico tuvo lugar con valores de
enantioselectividad excelentes (Tabla 13), alcanzandose ademas
conversiones del 50% en todos los casos (entradas 1-4). La velocidad de
reaccion fue especialmente elevada para los derivados con grupos
electrondadores, aislandose sustrato y producto en forma practicamente
enantiopura tras 6.5 horas de reaccién en el caso de la cis-5-metil-2,3-
dimetilindolina (cis-21b, entrada 2), 4 horas para la cis-5-metoxi-2,3-
dimetilindolina (cis2lc, entrada 3) y 24 h para la cis-5-fluoro-2,3-
dimetilindolina (cis-21d, entrada 4). Por otra parte, en la resolucién del
derivado cis-21e sustituido con un grupo metilo en la posicién C-7, muy
cercana al centro reactivo, no se obtuvo conversién alguna incluso tras 5

dias de reaccién (entrada 5).
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Tabla 13. Resolucién cinética de las indolinas cis-21b-e en TBME empleando la
CAL-A como biocatalizador y 2.5 equivalentes de carbonato de alilo y 3-
metoxifenilo.

Entrada R t(h) ee, (%) ee, (%)’ c (%)° E
1 H (a) 24 98 (35) 99 (30) 50 >200
2 5-Me (b) 6.5 97 (36) >99 (29) 50 >200
3 5-OMe (c) 4 97 (38) >99 (30) 50 >200
4 5-F (d) 24 99 (35) 99 (29) 50 >200
5 7-Me (e) 111 -- -- --

a Porcentajes determinados por HPLC. Se indican entre paréntesis los rendimientos
aislados.

b o= eadl(ees + eep).

¢ F=1In[(1-9(1-eex)lnl(1-0(1+eep)] . 144

2.6.2. Sintesis y Resolucion de Derivados de cis-Indolinas
Disustituidas en las Posiciones C-2 y C-3

Una vez analizado el efecto en la catalisis enzimatica de la
sustitucién del anillo aromaético, se realizé un estudio detallado de la
influencia de distintos grupos en las posiciones C-2 (Et, Ph y Cy) y C-3
(Et y Cy). Los indoles precursores 20f-i se prepararon con buen
rendimiento a través de la indolizacion de Fischer entre Ila
fenilhidrazina (25a) y diferentes cetonas (26b-e). Tras el aislamiento y la
purificacién de dichos indoles se llevé a cabo su hidrogenacién catalitica
diastereoselectiva con Pd-C, observando una vez mas la ausencia total

de formacién del isémero trans (Esquema 50).

NHNH,CI R3

o H2 Pd-C
AcOH
120°C, 2 h N AcOH, HC|O4
H
. ta.,24h
25a 26b-e 20f-i (*)- c:s-21f-
65-92% 35-63%

b:RZ=Me, R®=Et c:R2=Et, R®=Me
d:R%, R®=-(CH,),- e:R?>=Ph,R®=Me

Esquema 50. Sintesis diastereoselectiva de las indolinas (+)-cis-21f-i.

En la Tabla 14 se recogen los resultados correspondientes a ambos
procesos. Cabe destacar el hecho de que la reaccién de hidrogenacién
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transcurri6 con conversion completa para los derivados con
sustituyentes alifaticos (20f-g), asi como para el derivado de carbazol
(20h), y pese a la ausencia de productos secundarios los rendimientos
aislados fueron moderados debido a la descomposiciéon de los productos
en la etapa de purificacién (entradas 1-3). Sin embargo, la formacién de
la indolina c¢is-21i con un grupo aromadatico en la posicién C-2 apenas
tuvo lugar a presién atmosférica. Por este motivo, la hidrogenacion se
llevé a cabo a una presién de 8 atm de hidrdgeno, aislando la indolina
21i con un rendimiento bajo (35%) debido a la formacién de productos

secundarios de sobre-hidrogenacién (entrada 4).

Tabla 14. Sintesis de las indolinas (+)-cis-21f-i por indolizacién de Fischer y
subsiguiente reduccién estereoselectiva de los indoles 20f-1 empleando Pd-C
como catalizador.

Entrada R? R® 20f-i (%)° P (atm) 21i-f (%)*
1 Me Et (f) 92 1 47
2 Et Me (g) 75 1 46
3 _(CH,)- (h) 65 1 63
4 Ph Me (i) 82 8 35

a Rendimientos aislados tras purificacién por cromatografia de columna en gel de silice.

La sintesis de los carbamatos racémicos crs-23f-i a partir de las
correspondientes indolinas transcurrié con muy buenos rendimientos
(ver Parte Experimental). La separacién de ambos enantiémeros de
sustratos y productos de la resolucién cinética permitié la posterior
monitorizacién de las reacciones enzimaticas por HPLC.

Por dltimo, la resolucién cinética enzimatica de estos derivados en
las condiciones previamente optimizadas revelé un efecto negativo
asociado a la introduccion de sustituyentes etilo conformacionalmente
mas flexibles que el resto metilo tanto en la posiciéon C-2 como en C-3
(Tabla 15). En ambos casos las reacciones transcurrieron con excelentes
enantioselectividades (£>200) aunque las conversiones fueron
moderadas a 30 °C, obteniendo unos valores del 31% para 21f tras 67 h
(entrada 1) y del 20% para 21g (entrada 3) tras 71 h.
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Tabla 15. Resolucién cinética de las indolinas (+)-cis-21f-i en TBME empleando
la CAL-A como biocatalizador y 2.5 equivalentes de carbonato de alilo y 3-
metoxifenilo.

R3

3
R® OMe ©:§<R2 &
CAL-A \
. S G e
N )j\ TBME o) N
(@)

H 0™ 30°C, 250 rpm H
(%)-cis-21f-i 24b (2R,3R)-23f-h \ (25,3S)-21f-h
(2S,3R)-23i (2R.3S)-21i

Entrada R® R® T(2C) t(h) ee, (%) ee (%) c(%)° F

1 Me  Et(f) 30 67 >99 45 31 >200
2 Me  Et(f) 45 67 >99 51 34 >200
3 Et Me(g) 30 71 >99 25 20 >200
4 Et Me(g) 45 71 >99 34 26 >200
5 -(CH,)- (h) 30 34 98 (39) 97 (25) 50 >200
6 Ph Me (i) 30 72 >99(25) 96 (20) 49  >200

a Determinado por HPLC. Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados.
b c= eedlees + eep).
¢ f=1n[(1-0(1-eex)n[(1-0)(1+egy)] . 144

En un intento por aumentar las conversiones se realizaron una
serie de pruebas en las que se incrementé la temperatura (entradas 2 y
4) o se utilizaron carbonatos mas reactivos como el carbonato de
difenilo, el carbonato de alilo y fenilo o el carbonato de bis(4-nitrofenilo).
Desafortunadamente, ninguna de estas alternativas consiguié una
mejora significativa de la conversiéon. En cambio, cuando la movilidad
conformacional de los sustituyentes se encuentra restringida, el tamano
voluminoso de los mismos no impidié6 una buena resolucién cinética, y
tanto en el caso del derivado de carbazol (cis-21h) como el sustrato cis
211 en el que estd presente un fenilo en la posicién C-2 se alcanzaron
conversiones del 50% o cercanas al 50% con excelentes valores de

enantioselectividad (entradas 5 y 6).
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Conclusiones

v" En este capitulo se han sintetizado a partir de cetonas y
fenilhidrazinas, y a través de un procedimiento de indolizacién de
Fischer, una familia de indoles con rendimientos entre buenos y muy
altos (65-92%), los cuales poseen distintos patrones de sustitucién en las
posiciones C-2 y C-3, asi como en las posiciones C-5 y C-7 del anillo
aromatico.

v" La hidrogenacion de los indoles catalizada por Pd-C ha permitido
acceder a diferentes cisiindolinas 2,3-disustituidas racémicas y
diastereoméricamente puras, con rendimientos entre moderados y muy
buenos (35-85%).

v" Se ha estudiado la resolucidn cinética de las indolinas empleando
diferentes biocatalizadores y agentes de alcoxicarbonilacién, lo que ha
permitido estudiar la influencia de diferentes factores estructurales en
la catalisis enzimatica.

v" Los mejores resultados han sido obtenidos con la combinacién de
la CAL-A y el carbonato mixto de alilo y 3-metoxifenilo, observandose
que la efectividad de la resolucién cinética presenta una fuerte
dependencia de la estructura de la indolina.

v' Asi, se ha detectado una total ausencia de reactividad para las
indolinas con estereoquimica trans, o bien sustituidas en C-7 y de
estereoquimica cis, mientras que se han obtenido excelentes resultados
en la resolucién de cissindolinas con diferentes grupos en las posiciones

C-2,C-30C-5.

R3 R? R3 R? RS R
0 —\
NH 2 pasos N\/( + NH
=z . . . s N -
r1-L Sintesis quimioenzimatica R1- | (0] R2E l
S R'=5.Me, 5-F, 5-OMe, 7-Me X \Q X
R? = Me, Et, Ph
R3 = Me, Et
RZR® = -(CHy)s-
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Parte Experimental

2.7. General

La procedencia de los reactivos quimicos es comun a lo establecido
en el Capitulo 1. Adicionalmente, Codexis suministré la lipasa de
Candida antarctica tipo A (CAL-A, 2.6 U/mg); la compafiia Novo-
Nordisk doné la lipasa de Candida antarctica tipo B (CAL-B, Novozym-
435, 7300 PLU/g); las lipasas de Thermomyces lanuginosus (TLL, 250
IUN/g) v Rhizomucor miehei (RM-IM, 150 IUN/g) proceden de Novo-
Nordisk. Las lipasas de péancreas porcino (PPL, 46 U/mg), AK de
Pseudomonas fluorescens (AK, 22100 U/g) y Candida rugosa (CRL, 1.41
Ulg) se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

El hexano (grado HPLC) se utilizé sin tratamiento adicional. El
resto de disolventes se secaron, destilaron y almacenaron bajo
atmésfera de nitrégeno para su uso. E1 TBME, THF, tolueno y Et20 se
secaron sobre sodio, empleando como indicador benzofenona, mientras

que el CH:zCl: se sec6 sobre hidruro calcico.

2.8. Técnicas de Andalisis

Las técnicas de cromatografia en gel de silice, espectroscopia IR,
RMN, punto de fusién y rotacién 6ptica especifica se realizaron segin se
ha descrito en el Capitulo 1. Para la adquisicion de los espectros de
resonancia magnética nuclear se utilizé, ademas, un espectrémetro
Bruker AV-400 (400.13 MHz para 1H y 100.6 MHz para 3C) a
diferentes temperaturas.

2.8.1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Sumado a lo especificado en el Capitulo 1, para el seguimiento de
las reacciones de alcoxicarbonilacion enzimatica, asi como para la
separacion analitica de los enantiomeros de las aminas 2la-i y los
carbamatos 23a-i, se utilizaron también como columnas quirales
Chiralpak IC y Chiralcel OD (25 x 4.6 mm D.I.). Las condiciones de

HPLC y los tiempos de retencién se recogen en la Tabla 16.
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Tabla 16. Separaciéon analitica por HPLC de sustratos y productos de las

reacciones enzimaticas.

c

Compuesto  Columna Eluyente tg (min)b Rs
(n-hexano/2-propanol)®

trans-21a OJ-H 95:5 12.5y22.5 9.2
cis-21a OJ-H 95:5 18.5 (S, S) y 20.9 (R, R) 2.0
cis-21b OJ-H 95:5 16.7 (S, S) y 19.4 (R, R) 1.5
cis-21c OJ-H 95:5 22.6 (R,R)y 25.5 (S, S) 1.7
cis-21d OJ-H 95:5 9.8 (S,S)y10.8 (R, R) 1.4
cis-21e OJ-H 95:5 9.7y 10.3 1.1
cis-21f oD 98:2 11.9 (S, S)y 13.6 (R, R) 1.6
cis-21g OJ-H 98:2 14.4 (S, S) y 26.0 (R, R) 8.1
cis-21h IC 95:5 5.7(R,R)y8.0(S,S) 4.5
cis-21i IC 95:5 7.0(S,R)y8.3(R,S) 1.8
trans-23a 1A 98:2 6.7y 8.0 2.4
cis-23a 1A 99:1 9.9 (R, R)y10.7 (S, S) 1.0
cis-23b IC 95:5 8.3(5,5)y9.1(R R) 1.4
cis-23c OJ-H 95:5 10.8 (R, R)y 12.5(S, S) 1.9
cis-23d IC 95:5 7.4(S5,5)y7.9(R,R) 0.8
cis-23e IC 95:5 8.2y 9.0 1.3
cis-23f oD 98:2 5.9(S,S) y7.1(R,R) 1.8
cis-23g 1A 99:1 9.0 (R,R)y10.1 (S, S) 1.2
cis-23h IA 99:1 10.4 (R,R)y 12.5(S, S) 2.5
cis-23i IC 99:1 16.6 (R, S)y 17.8 (S, R) 1.3

a Todos los andlisis se efectuaron con un flujo de 0.8 mI/min a 30 °C.
b Se destaca en negrita el enantidmero mayoritario obtenido tras la transformacién

enzimatica.

¢ Factor de resolucién: Bs= 2x[£&(S)- tr( B)/w1(S)+wpa(F)

2.8.2. Espectrometria de Masas de Alta Resolucién (HRMS)

Las medidas de masas de alta resolucion se efectuaron en un

espectrometro Micro Tof-Q con las técnicas ESI* (ionizacién por

electrospray en modo positivo) y ESI- (ionizacién por electrospray en

modo negativo).
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2.9. Procedimientos Sintéticos

2.9.1. Procedimiento General para la Sintesis de los Indoles 20b-1

Sobre una disolucién de la correspondiente cetona 26a-e (8.90
mmol) en &cido acético (AcOH, 14.3 mL) se afade el respectivo
clorhidrato de fenilhidrazina 25a-e (2.86 mmol) y la disolucién
resultante se agita a reflujo durante 2 h. Transcurrido ese tiempo se
deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente y se afiade AcOEt (60
ml). La fase organica se lava con salmuera (2 x 150 mL) y con una
disolucién acuosa saturada de NaHCOs3 (150 mL), se seca con Na2SO4, se
filtra y el disolvente se elimina por evaporacién a presion reducida,
aislandose los indoles 20b-d, 20g y 20h sin ser necesaria purificacion
adicional (82-92% rendimiento). Por su parte, los indoles 20e, 20f y 20i
se purifican por cromatografia de columna en gel de silice (65-76%

rendimiento).

2.9.2. Sintesis de la trans-2,3-Dimetilindolina Racémica (¢rans
21a)

Sobre una disolucién de 2,3-dimetil-14-indol (20a, 1.00 g, 6.88
mmol) en AcOH (10 mL) se afade gota a gota una disolucién de
NaBH;3;CN (1.30 g, 29.64 mmol) en AcOH (10 mL), y la disolucién
resultante se agita a temperatura ambiente durante 12 h. Transcurrido
ese tiempo se transfiere la mezcla a un matraz Erlenmeyer, se lleva a
pH ligeramente bdsico (8-9) con una disolucién acuosa saturada de
Na2COs (150 mL) y se extrae con Et20 (3 x 100 mL). Las fases orgénicas
se combinan, se secan con Na2S0s, se filtran y se elimina el disolvente
por evaporacién a presion reducida. El crudo de reaccién se purifica por
cromatografia de columna en gel de silice (100% CH2Cl:) obteniéndose
385 mg de la indolina ¢rans21a como un aceite incoloro (38%).
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2.9.3. Procedimiento General para la Sintesis de la cis’Indolinas
21a-h

A un matraz de 100 mL que contiene el correpondiente indol 20a-h
(0.94 mmol) y 10% Pd-C (34 mg) se le hace vacio y posteriormente se
conecta un globo que contiene Hz. Se anade entonces cuidadosamente
una mezcla de AcOH (3.0 mL) y HClOs (1.0 mL). La suspensién
resultante se agita a temperatura ambiente durante 24 h, transcurridas
las cuales se detiene la reaccién por filtracién de la suspensién sobre
tierra de diatomeas. El crudo de reaccion se alcaliniza con una
disolucién acuosa de NaOH 4 M (100 mL), se extrae con CH:2Cl: (3 x 30
mL), se seca con NasSOs se filtra y se elimina el disolvente por
evaporacion a presion reducida. El crudo de reaccion se purifica por
cromatografia de columna en gel de silice (mezclas de Et:O/hexano),
aislandose las cisindolinas 2la~h como aceites incoloros (27-85%

rendimiento).

2.9.4. Sintesis de la cis2-Fenil-3-metilindolina Racémica (cis-21i)

En un hidrogenador se introducen el 3-metil-2-fenilindol (20i, 750
mg, 3.62 mmol), 10% Pd-C (133 mg), AcOH (13.4 mL) y HC1O4 (4.0 mL).
El hidrogenador se sella, se evacta el aire y se introduce H: en el
sistema (8 atm de presién). La suspensién se agita a temperatura
ambiente durante 24 h y, transcurrido ese tiempo, se detiene la reaccién
por filtracion de la mezcla sobre tierras diatomeas. El crudo se
alcaliniza con una disolucién acuosa saturada de NaHCOs (150 mL) y se
extrae con CH:2Cl: (3 x 30 mL). Las fases orgdnicas se combinan y se
secan con Na2S0y, se filtran y el disolvente se elimina por destilacion a
presion reducida. El crudo de reaccion obtenido se purifica por
cromatografia de columna en gel de silice (5-10% Et2O/hexano),
obteniéndose la indolina cis21i como un aceite incoloro (35%

rendimiento).
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2.9.5. Procedimiento General para la Sintesis de los Carbamatos
Racémicos trans-23ay cis-23a-i

Sobre una disolucién de la correspondiente indolina racémica trans-
21a o cis2la-i (0.25 mmol) en CH:Cl: seco (0.9 mL) se afaden,
sucesivamente y bajo atmoésfera inerte, piridina (19 plL, 0.27 mmol) y
cloroformiato de alilo (29 pL, 0.27 mmol). La reaccién se agita a
temperatura ambiente durante 3 h y transcurrido ese tiempo se elimina
el disolvente bajo presion reducida. El crudo se purifica por
cromatografia de columna en gel de silice (mezclas de AcOEt/hexano),
obteniéndose los correspondientes carbamatos racémicos trans-23a y
cis-23a-h como aceites incoloros, y ¢is-23i como un sélido blanco (72-95%

rendimiento).

2.9.6. Procedimiento General para la Resoluciéon Cinética
Enzimatica de las Indolinas Racémicas cis-21a-i

Una suspensién que contiene la correspondiente indolina racémica
cis21a-i (0.48 mmol), el carbonato 24b (252 mg, 1.21 mmol) y la CAL-A
(relacién 1:2 en peso, aminaenzima) en TBME seco (3.2 mL) se agita a
30 °C y 250 rpm monitorizando el transcurso de la reaccién por HPLC.
Cuando la reaccién alcanza valores éptimos de conversién (4-72 h, Tabla
11, 13 y 15) se detiene por filtracién de la enzima, que se lava con
CH:Cl: (3 x 5 mL). El disolvente se evapora bajo presién reducida,
obteniéndose un crudo que se purifica por cromatografia de columna en
gel de silice (mezclas de distintos disolventes como AcOEt, hexano, Et20
o CH:Cly), aislando los correspondientes carbamatos y aminas en forma

opticamente activa.
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2.10. Datos Experimentales

2,3,5-Trimetil-1 Aindol (20b)

Férmula empirica: C11HisN
,\} Aspecto Fisico: Solido blanco
i R: (10% AcOEt/hexano): 0.38

Rendimiento: 85% Peso Molecular: 159.23 g/mol Pf: 104-106 °C

IR (KBr): v 3393, 2919, 2855, 2362, 1595, 1478, 1449, 1417, 1303, 1265,
791 cm’!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.35 (s, 3H), 2.37 (s, 3H), 2.63 (s, 3H),
7.10 (dd, 3eun = 8.1, 4Jun = 1.4 Hz, 1H), 7.17 (d, 3un = 8.1 Hz, 1H), 7.35
(sa, 1H), 7.43 (d, 4Jun = 0.6 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 8.5 (CHs), 11.4 (CH3), 21.6 (CHs), 106.5
(C), 109.9 (CH), 117.8 (CH), 122.4 (CH), 128.1 (C), 129.7 (C), 131.0 (O),
133.6 (C) ppm

HRMS (ESI', m/z) (C22Hs2sN2)” (M-H)": calculada 317.2023, encontrada:
317.2008

2,3,-Dimetil-5-metoxi-1H-indol (20c)

Férmula empirica: C11HisNO

Meom Aspecto Fisico: Sélido blanco
N Rendimiento: 85%

H

R: (10% AcOEt/hexano): 0.21
Peso Molecular: 175.23 g/mol Pf: 106-109 °C

IR (KBr): v 3463, 3406, 3049, 2919, 2359, 1595, 1484, 1268, 1217, 1137,
1029 cm'!

TH-RMN (CDCls, 400.13 MHz): § 2.22 (s, 3H), 2.35 (s, 3H), 3.89 (s, 3H),
6.79 (d, 3un = 8.6 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 7.14 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 1H), 7.57
(sa, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): § 8.6 (CHs), 11.7 (CHs), 56.1 (CHs), 100.6
(CH), 107.1 (C), 110.6 (CH), 110.8 (CH), 130.0 (C), 130.4 (C), 131.8 (),
153.9 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C11H14aNO)* (M+H)*: calculada 176.1070, encontrada:
176.1064
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5-Fluoro-2,3-Dimetil-1A-indol (20d)

Férmula empirica: CioHi10FN

F\©f\€7 Aspecto Fisico: Sélido blanco
N Rendimiento: 91%

H

R: (5% AcOEt/hexano): 0.14
Peso Molecular: 163.19 g/mol Pf: 98-99 °C

IR (KBr): v 3465, 3365, 2913, 2869, 1594, 1487, 1437, 1270 1229, 1176,
794, 734 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.22 (s, 3H), 2.36 (s, 3H), 6.85-6.92 (m,
1H), 7.13-7.17 (m, 2H), 7.64 (sa, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 8.6 (CH3), 11.7 (CHs), 103.1 (d, 2Jkc =
23.3 Hz, CH), 107.5 (d, 4Jrc = 4.5 Hz, C), 108.9 (d, 2Jrc = 26.1 Hz, CH),
110.6 (d, 3Jrc = 9.7 Hz, CH), 130.0 (d, 3Jrc = 9.5 Hz, C), 131.7 (C), 132.9
(0), 157.9 (d, 1Jrc = 233.3 Hz, C) ppm

HRMS (ESI, m/2) (Ci1oHoFN)" (M-H)": calculada 162.0725, encontrada:
162.0720

2,3,7-Trimetil-1 H-indol (20e)
Férmula empirica: Ci11HisN
Q Aspecto Fisico: Sélido blanco gomoso
N Rendimiento: 76%
E: (10% AcOEt/hexano): 0.38
Peso Molecular: 159.23 g/mol

IR (KBr): v 3393, 2919, 2855, 2362, 1595, 1478, 1449, 1417, 1303, 1265,
791 cm!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.31 (s, 3H), 2.44 (s, 3H), 2.52 (s, 3H),
6.98-7.05 (m, 1H), 7.10 (t, 3un = 7.5 Hz, 1H), 7.42 (d, 3Jun = 7.8 Hz, 1H),
7.64 (sa, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 8.7 (CHs), 11.7 (CHs), 16.7 (CHs), 107.7
(C), 115.8 (CH), 119.2 (C), 119.3 (CH), 121.7 (CH), 129.1 (C), 130.4 (C),
134.7 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/z (C22H27:N2)* (@EM+H)*: calculada 319.21609,
encontrada: 319.2181
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3-Etil-2-metil-1 Hindol (20

Férmula empirica: C11HisN

: (\ Aspecto Fisico: Sélido blanco
N Rendimiento: 92%
H

R (10% AcOEt/hexano): 0.24
Peso Molecular: 159.23 g/mol Pf: 104-106 °C

IR (KBr): v 3406, 3055, 2964, 2930, 2869, 1612, 1461, 1299, 1265, 1235,
1011 ecm't

H-RMN (CDCls, 400.13 MHz): § 1.52 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 3H), 2.39 (s, 3H),
3.00 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 2H), 7.20 (sa, 1H), 7.24-7.33 (m, 1H), 7.39-7.49
(m, 2H), 7.81-7.91 (m, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): 6 11.4 (CHs), 15.5 (CHs), 17.5 (CHby),
110.3 (CH), 113.9 (C), 118.1 (CH), 119.0 (CH), 120.8 (CH), 128.5 (C),
130.3 (0), 135.3 (C) ppm

HRMS (ESI', m/2) (C11H1z:N)" (M-H): calculada 158.0975, encontrada:
158.0957

2-Etil-3-metil-1 H-indol (20g)

Férmula empirica: C11HisN

i \( Aspecto Fisico: Sélido blanco
N Rendimiento: 75%
H
R: (10% AcOEt/hexano): 0.28

Peso Molecular: 159.23 g/mol Pf: 57-59 °C

IR (KBr): v 3464, 3410, 3054, 2971, 2922, 2873, 2305, 1464, 1383, 1265,
740 cm!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.33 (t, 3un = 7.6 Hz, 3H), 2.33 (s, 3H),
2.80 (q, %fm = 7.6 Hz, 2H), 7.05-7.35 (m, 3H), 7.47-7.63 (m, 1H), 7.66
(sa, 1H) ppm

18C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 8.4 (CHs), 14.1 (CHs3), 19.5 (CH2), 106.2
(C), 110.3 (CH), 118.1 (CH), 119.1 (CH), 121.0 (CH), 129.6 (C), 135.2 (C),
136.7 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C1:H1sN)* (M+H)*: calculada 159.1043, encontrada:
159.1043
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2,3,4,9-Tetrahidro-1H-carbazol (20h)

Formula empirica: C11H1sN

©\/Q Aspecto Fisico: Sélido blanco
N Rendimiento: 65%
R: (10% AcOEt/hexano): 0.38

Peso Molecular: 171.24 g/mol Pf: 99-103 °C

IR (KBr): v 3406, 3055, 2964, 2930, 2869, 1261, 1461, 1299, 1265, 1234,
1011 cm™

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.95-2.12 (m, 4H), 2.68-2.81 (m, 2H),
2.82-2.93 (m, 2H), 7.21-7.34 (m, 3H), 7.39 (sa, 1H), 7.60-7.69 (m, 1H)
ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 21.0 (CH2), 23.2 (CH»), 23.3 (CHy), 23.4

(CH»), 110.0 (C), 110.5 (CH), 117.8 (CH), 119.1 (CH), 120.9 (CH), 127.8
(0), 134.2 (0), 135.7 (C) ppm

HRMS (ESI', m/2 (Ci12H12N)” M+H): calculada 170.0975, encontrada:
170.0966

2-Fenil-3-metil-1 Aindol (20i)
Férmula empirica: CisHisN
@E\é*"h Aspecto Fisico: S6lido blanco
N Rendimiento: 82%
R: (10% AcOEt/hexano): 0.28

Peso Molecular: 207.27 g/mol Pf: 89-92 °C

IR (KBr): v 3464, 3410, 3054, 2971, 2922, 2873, 2305, 1464, 1383, 1265,
740 cm™

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.64 (s, 3H), 7.32-7.47 (m, 3H), 7.47-
4.55 (m, 1H), 7.57-7.65 (m, 2H), 7.65-7.72 (m, 2H), 7.77-7.85 (m, 1H),
7.68 (sa, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 9.7 (CHs), 108.6 (C), 110.8 (CH), 119.0
(CH), 119.6 (CH), 122.3 (CH), 127.3 (CH), 127.8 (2CH), 128.8 (2CH),
130.1 (C), 133.3 (C), 134.1 (0), 135.9 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (Ci5HisN)* (M)*: calculada 207.1048, encontrada:
207.1043
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trans-2,3-dimetilindolina (trans-21a)
Férmula empirica: CioHisN
Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 38%
R: (100% CH:Cl2): 0.37

Peso Molecular: 147.22 g/mol

IR (NaCl): v 3367, 3050, 3032, 2967, 2865, 1615, 1487, 1468, 1254, 1095
cm'l

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.36 (d, 3Jun= 6.6 Hz, 3H), 1.37 (d, 3Jun
= 6.3 Hz, 3H), 2.77-3.02 (m, 1H), 3.47-3.56 (m, 1H), 3.83 (sa, 1H), 6.66
(d, 3¢Jun = 7.6 Hz, 1H), 6.75-6.87 (m, 1H), 7.03-7.18 (m, 2H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.3 (CHs), 20.6 (CHs), 44.4 (CH), 64.0
(CH), 109.2 (CH), 118.6 (CH), 123.3 (CH), 127.4 (CH), 134.3 (C), 150.6
(C) ppm
HRMS (ESI*, m/2) (C1o0H1N)* (M+H)*: calculada 148.1121, encontrada:
148.1122

Separacién analitica de trans21a (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (1) = 12.5 min, & (2) = 22.5 min
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cis-2,3-Dimetilindolina (cis-21a)

Férmula empirica: CioHisN

@é_ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 85%

R: (10% AcOEt/hexano): 0.27
Peso Molecular: 147.22 g/mol

IR (NaCD): v 3367, 3049, 3032, 2966, 2919, 2870, 1610, 1484, 1463, 1250,
1092, 1011, 922, 742 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.17 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H), 1.22 (d,
3Jun = 7.2 Hz, 3H), 3.30 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 1H), 3.47 (sa, 1H), 3.91-4.03
(m, 1H), 6.65 (d, 3Jun = 7.7 Hz, 1H), 6.77 (dt, 3Juu = 7.7 Hz; “Jun = 0.9
Hz, 1H), 6.97-7.18 (m, 2H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6 13.7 (CHs), 16.4 (CHs), 39.5 (CH), 58.4
(CH), 109.4 (CH), 118.8 (CH), 123.9 (CH), 127.3 (CH), 134.4 (C), 150.2
(C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C10H14aN)* (M+H)*: calculada 148.1121, encontrada:
148.1118

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —29.0 (¢ 0.8, CHCL:) [para (25,3.9)-
21a en 97% edl [lit. [a]3® = +26.6 (¢ 0.8, CHCIls) para (2R,3R)-21a en 92%
R

Separacién analitica de cis-21a (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,39 = 18.5 min, & (2R, 3R) = 20.9 min
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cis-2,3,5-Trimetilindolina (cis-21b)

Férmula empirica: C11HisN

\©j€— Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 65%

R: (10% Et20/hexano): 0.16
Peso Molecular: 161.24 g/mol

IR (NaCD: v 3362, 3010, 2965, 2918, 2866, 1618, 1494, 1448, 1378, 1249,
1115, 1095, 925, 807 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.15 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 3H), 1.18 (d,
3Jun = 7.2 Hz, 3H), 2.28 (s, 3H, Me), 3.00-3.47 (m, 1H, Hs), 3.87-4.03 (m,
1H, Hy), 6.55 (d, 3un = 7.8 Hz, 1H), 6.84 (d, 3un = 7.8 Hz, 1H), 6.91 (s,
1H, H4) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 13.8 (CH»), 16.4 (CHs), 21.0 (CH3), 39.7
(CH), 58.7 (CH), 109.5 (CH), 124.7 (CH), 127.7 (CH), 128.2 (C), 134.8
(C), 147.9 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C11HisN)* (M+H)*: calculada 162.1277, encontrada:
162.1268

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —28.4 (¢ 1, CH2Cly) [para (25,3.9-21b
en 99% edl

Separacién analitica de cis-21b (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,35 = 16.7 min, & (2R, 3R) = 19.4 min
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cis-2,3-Dimetil-3-metoxindolina (cis-21c)

Férmula empirica: C11H1sNO

M60\©j€— Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 65%

R: (20% Et20/hexano): 0.16
Peso Molecular: 177.24 g/mol

IR (NaCD): v 3358, 2964, 2933, 2831, 1598, 1491, 1434, 1379, 1286, 1232,
1203, 1150, 1041, 908, 866, 806, 717 cm™*

1H-RMN (CDCls, 400.13 MHz): § 1.05 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H), 1.08 (d,
3un = 7.2 Hz, 3H), 2.28 (sa, 1H), 3.12 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 1H), 3.67 (s,
3H), 3.77-3.84 (m, 1H), 6.44 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 1H), 6.52 (dd, 3un = 8.3
Hz; 4Jun = 2.4 Hz, 2H), 6.68 (d, 3Jun = 2.4 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): § 13.9 (CH3), 16.2 (CHs), 40.8 (CH), 56.3
(CH), 59.5 (CH3), 110.1 (CH), 111.7 (CH), 112.7 (CH), 137.0 (C), 145.7
(0), 154.1 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C11H1eNO)* (M+H)*: calculada 178.1226, encontrada:
178.1217

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —29.0 (¢ 0.5, CH2Cly) [para (25,3.9)-
21c en 99% eel

Separacién analitica de cis-21c (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (2/,3F) = 22.6 min, & (25, 38 = 25.5 min
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cis-5-Fluoro-2,3-dimetilindolina (cis-21d)

Férmula empirica: CioHi12FN

F\©f€_ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 41%

R (40% CH:Cls/hexano): 0.21
Peso Molecular: 165.21 g/mol
IR (NaCl): v 3372, 2969, 2924, 2873, 1606, 1484, 1436, 1201, 798 cm™

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.14 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 3H), 1.17 (d,
3Jun = 7.2 Hz, 3H), 3.19-3.32 (m, 1H), 3.33 (sa, 1H), 3.86-4.07 (m, 1H),
6.48-6.54 (m, 1H), 6.65-6.76 (m, 1H), 6.76-6.84 (m, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 13.6 (CHs), 16.3 (CHs), 39.9 (CH), 59.1
(CH), 109.6 (d, 3Jrc = 8.2 Hz CH), 111.3 (d, 2Jrc = 23.6 Hz, CH), 113.1 (d,
2Jwc = 23.2 Hz, CH), 136.2 (d, 3Jrc = 7.5 Hz, C), 146.1 (C), 157.3 (d, eJrc =
234.8 Hz, C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C10H13FN)* (M+H)*: calculada 166.1027, encontrada:
166.1046

Rotacién Optica Especifica: [a]2’ = —1.6 (¢ 1, CH>Cly) [para (25,39-21d
en 99% e€l

Separacién analitica de cis-21d (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,35 = 9.8 min, & (2&, 3£) = 10.8 min
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cis-2,3,7-Trimetilindolina (cis-21e)
Férmula empirica: Ci11HisN
Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 27%
R: (40% CH:Cls/hexano): 0.24
Peso Molecular: 161.24 g/mol

IR (NaCD): v 3365, 3050, 3022, 2965, 2928, 2870, 1888, 1836, 1602, 1465,
1378, 1351, 1318, 1257, 1228, 1203, 1093, 1058, 924, 771, 747 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.20 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H), 1.22 (d,
3Jun = 7.1 Hz, 3H), 1.32 (sa, 1H), 2.17 (s, 3H), 3.15-3.43 (m, 1H), 3.30
(sa, 1H), 3.92-4.06 (m, 1H), 6.73 (t, 3un = 7.2 Hz, 1H), 6.91 (d, 3/un = 7.2
Hz, 1H), 6.98 (d, 3un = 7.2 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 13.9 (CHs), 16.6 (CHs), 16.8 (CHs), 39.8
(CH), 58.3 (CH), 118.7 (C), 119.0 (CH), 121.4 (CH), 128.3 (CH), 133.8
(0), 148.7 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C1iH1sN)* (M+H)*: calculada 162.1277, encontrada:
162.1281

Separacién analitica de cis-21e (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (1) = 9.7 min, & (2) = 10.3 min
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cis-3-Etil-2-metilindolina (21

Férmula empirica: C11HisN

@EQ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 47%

R (10% Et20/hexano): 0.15
Peso Molecular: 161.24 g/mol

IR (NaCD: v 3353, 3056, 2942, 2488, 1682, 1570, 1539, 1455, 1429, 1325,
1251, 996, 789, 670 cm

H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.13 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H), 1.23 (d, 3Jun
= 6.5 Hz, 3H), 1.61-1.89 (m, 2H), 3.11 (c, 3Jun = 7.5 Hz, 1H), 3.64 (sa,
1H), 4.05 (dc, 3un = 13.2, 6.5 Hz, 1H), 6.71 (d, 3un = 7.7 Hz, 1H), 6.82
(dt, 3Jun = 7.4 Hz; 4Jun = 0.9 Hz, 1H), 7.13 (t, 3un = 7.6 Hz, 1H), 7.20 (d,
8fun = 7.3 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 12.5 (CH3), 15.9 (CHs), 20.8 (CHy), 46.7
(CH), 58.4 (CH), 109.5 (CH), 118.4 (CH), 124.4 (CH), 127.3 (CH), 132.7
(C), 150.6 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C11HisN)* (M+H)*: calculada 162.1277, encontrada:
162.1269

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —2.4 (¢ 1.3, CHCly) [para (25,3.9-21f
en 54% eel [lit. [a]3’ =+4.3 (¢ 1.3, CHCls) para (2R,3R)-21f en 93%
ee]116d

Separacién analitica de cis-21f (HPLC):

Columna: Chiralcel OD Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 98:2 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,35 = 11.9 min, & (2R, 3R) = 13.6 min

188



Parte Experimental

cis-2-Etil-3-metilindolina (21g)

Férmula empirica: C11HisN
@Eé_/ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 46%

R: (20% AcOEt/hexano): 0.44
Peso Molecular: 161.24 g/mol

IR (NaCD): v 3365, 3050, 3030, 2962, 2932, 2874, 1609, 1483, 1462, 1380,
1242, 1097, 1020, 741 cm™!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.08 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H), 1.22 (d, 3Jun
= 7.2 Hz, 3H), 1.53-1.79 (m, 2H), 3.33 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 1H), 3.74 (td,
3Jun = 8.1, 5.9 Hz, 1H), 3.96 (sa, 1H), 6.70 (d, 3un = 7.7 Hz, 1H), 6.82
(dt, 3eun = 7.4 Hz; Jun = 0.9 Hz, 1H), 7.08-7.14 (m, 1H), 7.17 (d, 3Jun =
7.3 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 11.5 (CHs), 14.3 (CHz3), 23.2 (CHs), 38.9
(CH), 64.9 (CH), 109.3 (CH), 118.7 (CH), 123.8 (CH), 127.3 (CH), 135.3
(C), 150.1 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C11H1sN)* (M+H)*: calculada 162.1277, encontrada:
162.1282

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +0.55 (¢ 0.9, CHCly) [para (25,3.9-
21g en 54% el [lit. [a]3’ = +23.4 (¢ 0.9, CHCls) para (25,3.9-21g en 90%
eel116d

Separacién analitica de cis-21g (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 98:2 Fluyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,35 = 14.4 min, & (2R, 3R) = 26.0 min
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Capitulo 2

cis-2,3,4,4a,9,9a-Hexahidro-1 H-carbazol (21h)

Formula empirica: C12H15N

@EQ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 63%

B: (20% Et:0/hexano): 0.29
Peso Molecular: 173.25 g/mol

IR (NaCD: v 3362, 3048, 3030, 2928, 2854, 1763, 1610, 1477, 1460, 1249,
1151, 1017, 974, 749 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.31-1.46 (m, 3H), 1.69-1.52 (m, 3H),
1.73-1.82 (m, 2H), 3.11 (q, 3Jun = 6.6 Hz, 1H), 3.65 (sa, 1H), 3.70-3.79
(m, 1H), 6.69 (d, 3un = 7.7 Hz, 1H), 6.75 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 1H), 7.04 (t,
3efun = 7.7 Hz, 1H), 7.10 (d, 3<uu = 7.3 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 21.8 (CH2), 22.7 (CH2), 27.1 (CH3), 29.3
(CH2), 41.1 (CH), 59.8 (CH), 110.3 (CH), 118.9 (CH), 123.3 (CH), 127.1
(CH), 133.7 (C), 150.9 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C12H1sN)* (M+H)*: calculada 174.1277, encontrada:
174.1290

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —8.6 (¢ 0.5, CHCls) [para (2.5,39-21h
en 97% eel [lit. [a]3? =+23.4 (¢ 1.2, CHCls) para (2R,3K)-21h en 91%
ee]117

Separacién analitica de cis-21h (HPLC):

Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (2R,3FK) = 5.7 min, & (2., 35 = 8.0 min
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Parte Experimental

cis-2-Fenil-3-metilindolina (21i)

Férmula empirica: CisHisN

©\/€_Ph Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N Rendimiento: 35%

R: (20% Et20/hexano): 0.48
Peso Molecular: 209.29 g/mol

IR (NaCD): v 3370, 3030, 2966, 2925, 2869, 1609, 1484, 1454, 1398, 1358,
1324, 1089, 1027, 806, 740, 702 cm™!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.08 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H), 1.22 (d, 3Jun
= 7.2 Hz, 3H), 1.53-1.79 (m, 2H), 3.33 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 1H), 3.74 (td,
3Jun = 8.1, 5.9 Hz, 1H), 3.96 (sa, 1H), 6.70 (d, 3un = 7.7 Hz, 1H), 6.82
(dt, 3eun = 7.4 Hz; Jun = 0.9 Hz, 1H), 7.08-7.14 (m, 1H), 7.17 (d, 3Jun =
7.3 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 15.9 (CH3»), 41.3 (CH), 67.4 (CH), 108.9
(CH), 119.0 (CH), 124.2 (CH), 127.3 (2CH), 127.4 (CH), 127.6 (CH),
128.3 (2CH), 133.9 (C), 140.9 (C), 150.6 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C1sH1sN)* (M+H)*: calculada 210.1277, encontrada:
210.1265

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +176.4 (¢ 0.5, CH2Cly) [para (2R,3.9)-
21i en 96% eel

Separacién analitica de cis-21i (HPLC):

Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Fluyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,3K) = 7.0 min, & (2&, 35 = 8.3 min
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Capitulo 2

trans N-Aliloxicarbonil-2,3-dimetilindolina (¢rans-23a)
Férmula empirica: Ci14sH17NOz

Aspecto Fisico: Aceite incoloro

Rendimiento: 95%

R: (5% AcOEt/hexano): 0.16

Peso Molecular: 231.29 g/mol

IR (NaCD: v 3047, 2979, 2877, 1705, 1607, 1483, 1280, 1149, 1068, 1021
cm'!

1H-RMN ((CD3)2S0, 50 °C, 400.13 MHz): 6§ 1.14 (d, 3fun = 7.0 Hz, 3H),
1.20 (d, 3<un = 6.3 Hz, 3H), 2.81-2.92 (m, 1H), 4.86-4.52 (m, 2H), 5.25 (d,
3un = 10.5 Hz, 1H), 5.33 (dd, 3Jun = 17.2 Hz, 2Jun = 1.0 Hz, 1H), 5.92-
6.07 (m, 1H), 6.99 (t, 3fun = 7.4 Hz, 1H), 7.18 (t, 3un = 7.7 Hz, 1H), 7.23
(d, 3un = 7.3 Hz, 3H), 7.60 (sa, 1H) ppm

13C-RMN ((CD3)2S0, 50 °C, 100.6 MHz): § 21.5 (CHs), 22.8 (CH3), 43.7
(CH), 64.5 (CH), 66.9 (CH»), 116.0 (CH), 119.1 (CH2), 124.4 (CH), 126.0
(CH), 128.9 (CH), 134.2 (CH), 137.2 (C), 141.3 (C), 153.9 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH17NNaOg2)* (M+Na)*: calculada 254.1151,
encontrada: 254.1149

Separacién analitica de trans-23a (HPLC):

Columna: Chiralpak [A Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 98:2 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (1) = 6.7 min, & (2) = 8.0 min
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Parte Experimental

cis- N-Aliloxicarbonil-2,3-dimetilindolina (cis-23a)
Férmula empirica: C14H17NO2

Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 78%

R: (10% AcOEt/hexano): 0.40

Peso Molecular: 231.29 g/mol

IR (NaCD: v 3047, 2979, 2940, 2875, 1707, 1603, 1483, 1402, 1277, 1149,
1068, 1024, 932, 752 cm'!

1H-RMN ((CD3)2S0, 100 °C, 400.13 MHz): § 1.13 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 3H),
1.32 (d, 3un = 7.1 Hz, 3H), 3.59 (q, 3Jun = 7.4 Hz, 1H), 4.57-4.64 (m,
1H), 4.76 (d, 3Jun = 5.4 Hz, 2H), 5.30 (d, 3Jun = 10.5 Hz, 1H), 5.42 (d,
3Jun = 17.3 Hz, 1H), 6.08 (ddt, 3Jun = 16.2, 10.5, 5.4 Hz, 1H), 7.03 (t,
3fun = 7.4 Hz, 1H), 7.18-7.22 (m, 2H), 7.64 (d, 3Jun = 7.9 Hz, 1H) ppm

13C-RMN ((CD3)2S0, 100 °C, 100.6 MHz): 6 12.2 (CH3), 14.0 (CH»), 37.7
(CH), 59.9 (CH), 65.7 (CH»), 115.0 (CH), 117.9 (CH2), 123.1 (CH), 123.7
(CH), 127.6 (CH), 133.5 (CH), 135.8 (C), 141.0 (C), 152.4 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH17NNaO2)* (M+Na)*: calculada 254.1151,
encontrada: 254.1146

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —46.2 (¢ 1, CH2Cly) [para (2R,3R)-
23a en 98% eel

Separacién analitica de cis-23a (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 99:1 Fluyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (2R,3E) = 9.9 min, & (28, 35 = 10.7 min
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Capitulo 2

cis- N-Aliloxicarbonil-2,3,5-trimetilindolina (cis-23b)
Férmula empirica: Ci1sH19NOq

Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 77%

R: (20% Et20/hexano): 0.48

Peso Molecular: 245.32 g/mol

IR (NaCl): v 2977, 2940, 2872, 1707, 1490, 1397, 1275, 1141, 1071, 818,
760 cm'!

1H-RMN (CDsCN, 70 °C, 400.13 MHz): § 1.13 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H), 1.32
(d, 3Jun = 7.1 Hz, 3H), 2.33 (s, 3H), 3.47-3.60 (m, 1H), 4.53-4.65 (m, 1H),
4.74 (d, 3Jun = 4.8 Hz, 2H), 5.28 (d, 3un = 10.5 Hz, 1H), 5.41 (d, 3un =
17.3 Hz, 1H), 6.01-6.14 (m, 1H), 6.96-7.04 (m, 2H), 7.55 (d, 3un = 7.8
Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDsCN, 70 °C, 100.6 MHz): § 12.7 (CHs), 14.6 (CHa3), 21.4
(CHs), 39.1 (CH), 61.5 (CH), 66.9 (CH9), 116.1 (CH), 118.2 (CH»), 125.5
(CH), 129.0 (CH), 133.8 (C), 134.8 (CH), 137.3 (C), 140.2 (C), 153.9 (C)

ppm
HRMS (ESI*, m/z) (CisHi1sNNaO2)* (M+Na)*: calculada 268.1308,
encontrada: 268.1314

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —39.2 (¢ 1, CH:2Cly) [para (2R,3R)-
23b en 97% eel

Separacién analitica de cis-23b (HPLC):
Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C

Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,35 = 8.3 min, & (2R, 3K) = 9.1 min
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Parte Experimental

cis- N-Aliloxicarbonil-2,3-dimetil-5-metoxindolina (cis-23c)

Férmula empirica: C1sH19NO3
MeO
\Cfé— Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N
=0 Rendimiento: 73%
=/ 0
R: (10% AcOEt/hexano): 0.26
Peso Molecular: 261.32 g/mol

IR (NaCD: v 3052, 2985, 1692, 1490, 1401, 1260, 1068, 735 cm'.

1H-RMN (CDsCN, 70 °C, 400.13 MHz): 6 1.08 (d, 3.un = 6.5 Hz, 3H), 1.26
(d, 3/un= 7.1 Hz, 3H), 3.43-3.56 (m, 1H), 3.74 (s, 3H), 4.48-4.57 (m, 1H),
4.68 (d, 3Jun = 5.2 Hz, 2H), 5.22 (d, 3Jun = 10.4 Hz, 1H), 5.34 (d, 3un =
17.2 Hz, 1H), 5.94-6.08 (m, 1H), 6.70 (d, 3un = 8.4 Hz, 1H), 6.74 (s, 1H),
7.51 (d, 3/un= 8.4 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDsCN, 70 °C, 100.6 MHz): § 12.6 (CHs), 14.6 (CHs), 39.3
(CH), 56.8 (CH), 61.5 (CH3), 66.8 (CH2), 111.6 (CH), 113.4 (CH), 116.9
(CH), 118.2 (CH2), 134.8 (CH), 136.1 (C), 138.8 (C), 153.8 (C), 157.8 (C)
ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH19NNaOs)* (M+Na)*: calculada 284.1257,
encontrada: 284.1251

Rotacién Optica Especifica: [«]2° = —19.1 (¢ 1, CH2Cl») [para (2R,3R)-23c
en 98% eel

Separacién analitica de cis-23c (HPLC):

Columna: Chiralpak OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Fluyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (2R,3K) = 10.8 min, & (25, 3.9 = 12.5 min
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Capitulo 2

cis- N-Aliloxicarbonil-5-fluoro-2,3-dimetilindolina (cis-23d)
Férmula empirica: Ci1sH1sFNO2

Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 72%

R: (10% AcOEt/hexano): 0.40

Peso Molecular: 249.28 g/mol

IR (NaCl): v 3052, 2985, 1692, 1490, 1401, 1260, 1068, 735 cm™

1H-RMN ((CD3)sS0, 75 °C, 400.13 MHz): 6§ 1.12 (d, 3fun = 6.5 Hz, 3H),
1.30 (d, 3</un = 7.1 Hz, 3H), 3.50-3.68 (m, 1H), 4.57-4.67 (m, 1H), 4.74 (d,
3Jun = 4.1 Hz, 2H), 5.30 (d, 3Jun = 10.4 Hz, 1H), 5.41 (d, 3un = 17.3 Hz,
1H), 6.06 (ddt, 3un = 16.0, 10.5, 5.4 Hz, 1H), 6.95-7.03 (m, 1H), 7.04-
7.10 (m, 1H), 7.54-7.66 (m, 1H) ppm

13C-RMN ((CD3)sS0, 75 °C, 100.6 MHz): § 12.1 (CHs), 14.2 (CH3), 38.0
(CH), 60.4 (CH), 66.0 (CHs), 111.5 (d, 2Jrc = 24.2 Hz, CH), 113.8 (d, 2Jc
= 23.1 Hz, CH), 115.9 (d, 3J#c = 8.3 Hz CH), 118.2 (CH2), 133.6 (CH),
137.4 (C), 138.5 (d, 3frc = 7.9 Hz, C), 152.4 (C), 159.2 (d, 2Jrc = 238.7 Hz,
C) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (Ci1sH16FNNaO2)* (M+Na)*: calculada 272.1057,
encontrada: 272.1051

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —38.8 (¢ 1, CH:Cly) [para (2R,3R)-
23d en 99% eel

Separacién analitica de cis-23d (HPLC):
Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C

Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,35 = 7.4 min, & (2R, 3K) = 7.9 min
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Parte Experimental

cis- N-Aliloxicarbonil-2,3,7-trimetilindolina (cis-23e)
Férmula empirica: C1sH19NOz

Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 78%

R: (10% AcOEt/hexano): 0.33

Peso Molecular: 245.32 g/mol

IR (NaCD: v 3047, 3017, 2970, 2934, 2874, 1713, 1597, 1464, 1390, 1338,
1296, 1261, 1064, 1028, 996, 931, 763 cm'!

1H-RMN (CDCls, 100.13 MHz): § 1.09 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H), 1.24 (d,
3Jun = 7.1 Hz, 3H), 2.29 (s, 3H), 3.55-3.65 (m, 1H), 4.70-4.82 (m, 3H),
5.24-5.44 (m, 2H), 5.95-6.08 (m, 1H), 6.95-7.02 (m, 2H), 7.03-7.10 (m,
2H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 12.1 (CH3), 14.6 (CHs), 20.1 (CHa3), 39.1
(CH), 63.0 (CH), 66.3 (CH»), 117.9 (CH2), 120.5 (CH), 124.8 (CH), 128.1
(0), 130.0 (CH), 132.9 (CH), 138.2 (C), 139.9 (C), 153.8 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH20NO2* M+H)* calculada 246.1489,
encontrada: 246.1485

Separacién analitica de cis-23e (HPLC):

Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (1) = 8.2 min, & (2) = 9.0 min
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Capitulo 2

cis- N-Aliloxicarbonil-3-etil-2-metilindolina (cis-23f)
Férmula empirica: C1sH19NOz

Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 88%

R (10% Et20/hexano): 0.15

Peso Molecular: 245.32 g/mol

IR (NaCD: v 3081, 3048, 2963, 2936, 2877, 1707, 1649, 1603, 1484, 1462,
1401, 1325, 1279, 1149, 1074, 1454, 933, 752 cm'!

1H-RMN ((CD3)sS0, 75 °C, 400.13 MHz): § 1.04-1.17 (m, 6H), 1.51-1.67
(m, 1H), 1.92-2.13 (m, 1H), 3.30-3.41 (m, 1H), 4.55-4.68 (m, 1H), 4.70-
4.81 (m, 2H), 5.30 (d, 3un = 10.4 Hz, 1H), 5.42 (d, 3Jun = 17.2 Hz, 1H),
5.99-6.15 (m, 1H), 7.02 (t, 3un = 7.4 Hz, 1H), 7.30-7.14 (m, 2H), 7.65 (d,
8fun = 7.8 Hz, 1H) ppm

13C-RMN ((CD3)sS0, 75 °C, 100.6 MHz): § 13.1 (CHs), 13.6 (CHs3), 20.0
(CHy), 45.5 (CH), 59.3 (CH), 65.9 (CH»), 115.2 (CH), 118.1 (CHy), 123.2
(CH), 124.0 (CH), 127.8 (CH), 133.7 (CH), 134.8 (C), 141.3 (C), 152.4 (C)

ppm
HRMS (ESI*, m/z) (CisHi1sNNaO2)* (M+Na)*: calculada 268.1308,
encontrada: 268.1301

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —37.0 (¢ 1, CH:zCl») [para (2R,3R)-23f
en 99% edl

Separacién analitica de cis-23f (HPLC):

Columna: Chiralcel OD Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 98:2 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (25,35 = 5.9 min, & (2R, 3K) = 7.1 min
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Parte Experimental

cis- N-Aliloxicarbonil-2-etil-3-metilindolina (cis-23g)

Férmula empirica: Ci1sH1aNOq
@E@—/ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N\FO Rendimiento: 79%
=° B (10% AcOEt/hexano): 0.48

Peso Molecular: 245.32 g/mol

IR (NaCD: v 3082, 3049, 2963, 2877, 1707, 1649, 1603, 1484, 1401, 1279,
1149, 1074, 1054, 933, 752, 709 cm™!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 0.87 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 3H), 1.38 (d, 3Jun
= 7.2 Hz, 3H), 1.44-1.59 (m, 1H), 1.70-1.84 (m, 1H), 3.56-3.66 (m, 1H),
4.51-4.58 (m, 1H), 4.77 (d, 3Jun = 5.6 Hz, 2H), 5.28 (dd, 3.un = 10.4 Hz;
4efun = 1.2 Hz, 1H), 5.40 (dd, 3Jun = 17.2 Hz; 4Jun = 1.4 Hz, 1H), 5.98-
6.11 (m, 1H), 7.00-7.29 (m, 3H), 7.69 (sa, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6§ 10.5 (CHs), 11.8 (CH3), 22.4 (CHy),
38.3 (CH), 64.9 (CH), 66.1 (CH»), 115.7 (CH), 117.9 (CH2), 122.6 (CH),
123.1 (CH), 127.4 (CH), 132.8 (CH), 136.5 (C), 141.7 (C), 153.3 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH19NNaO2)* (M+Na)*: calculada 268.1308,
encontrada: 268.1318

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —38.4 (¢ 1, CH>Cly) [para (2R,3R)-23g
en 99% eel

Separacién analitica de cis-23g (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 99:1 Fluyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (2R,3K) = 9.0 min, & (28, 35 = 10.1 min
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Capitulo 2

cis- N-Aliloxicarbonil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1 H-carbazol (cis-23h)
Férmula empirica: Ci1sH19NOz

Aspecto Fisico: Aceite incoloro

Rendimiento: 94%

R: (10% AcOEt/hexano): 0.35

Peso Molecular: 257.33 g/mol

IR (NaCl): 3356, 3049, 2932, 2859, 1707, 1604, 1480, 1402, 1323, 1276,
1254, 1141, 1089, 933, 754 cm'!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.09-1.41 (m, 3H), 1.52-1.70 (m, 2H),
1.74-1.97 (m, 1H), 2.28 (ad, 3.un = 14.2 Hz, 1H), 3.42-3.58 (m, 1H), 4.36-
4.63 (m, 1H), 4.76 (d, 3Jun = 5.2 Hz, 2H), 5.28 (d, 3un = 10.4 Hz, 1H),
5.39 (d, 3Jun = 17.2 Hz, 1H), 5.95-6.13 (m, 1H), 7.03 (t, 3Jun = 7.4 Hz,
1H), 7.10-7.40 (m, 2H), 7.76 (sa, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 21.0 (CH2), 22.4 (CH2), 24.1 (CHy), 27.3
(CHy), 39.5 (CH), 60.6 (CH), 66.0 (CH2), 115.7 (CH), 117.9 (CH»), 122.8
(CH), 122.9 (CH), 127.5 (CH), 132.9 (CH), 133.8 (C), 141.9 (0), 152.8 (C)

ppm
HRMS (ESI*, m/z) (CisHisNNaO2)* (M+Na)*: calculada 280.1308,
encontrada: 280.1299

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —43.2 (¢ 1, CH:Cly) [para (2R,3R)-
23h en 98% e€l

Separacién analitica de cis-23h (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 99:1 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: fr (2&,3K) = 10.4 min, & (2S5, 39 = 12.5 min
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cis- N-Aliloxicarbonil-2-fenil-3-metilindolina (cis-23i)
Férmula empirica: C19H19NOz

Aspecto Fisico: Sélido blanco
Rendimiento: 82%

R: (20% AcOEt/hexano): 0.51

Peso Molecular: 293.36 g/mol Pf: 50-52 °C

IR (KBr): v 3033, 2969, 2934, 2876, 1707, 1652, 1602, 1484, 1456, 1321,
1268, 1143, 1076, 1041, 933, 822, 739, 701 cm™!

1H-RMN ((CD3)3sS0, 75 °C, 400.13 MHz): § 0.90 (d, 3fn = 7.1 Hz, 3H),
3.86-3.99 (m, 1H), 4.43-4.66 (m, 2H), 4.98-5.22 (m, 2H), 5.58 (d, 3Jun =
9.8 Hz, 1H), 5.70-5.90 (m, 1H), 7.02-7.12 (m, 3H), 7.21 (d, 3un = 7.3 Hz,
1H), 7.25-7.34 (m, 4H), 7.82 (d, 3<un = 7.9 Hz, 1H) ppm

13C-RMN ((CD3)3S0O, 75 °C, 100.6 MHz): 6 14.4 (CHs), 39.1 (CH), 65.7
(CHY), 67.6 (CH), 114.2 (CH), 117.3 (CHy), 123.6 (CH), 124.2 (CH), 126.9
(CH), 127.8 (CH), 128.1 (CH), 128.6 (CH), 133.3 (CH), 135.5 (C), 139.6
(0), 143.0 (0), 152.6 (C) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH19NNaO2)* (M+Na)*: calculada 316.1308,
encontrada: 316.1323

Rotacién Optica Especifica: [a]2’ = —115.0 (¢ 1, CH2Cly) [para (25,3 R)-
23i en 99% e€l

Separacién analitica de cis-23i (HPLC):

Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 99:1 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (2,35 = 16.6 min, & (2.5, 3R) = 17.8 min
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La estereoquimica de los productos bioactivos a menudo determina
su actividad biolégica,'4> lo que en el caso de los acidos a-
aminofosfonicos y sus derivados implica una alta dependencia de la
configuracién absoluta del centro estereogénico del carbono en posicién
a al atomo de foésforo. No resulta extrano, por tanto, el empeno que
distintos autores han puesto en desarrollar metodologias sintéticas
eficientes para la preparacion de estos derivados en forma épticamente
activa.l4¢ De entre los multiples ejemplos descritos, se destacaran aqui
aquellos que guarden relacién directa con las estructuras objeto de
estudio de este capitulo, por lo que se obviaran aquellas estrategias
basadas en la preparacion de fosfonatos aciclicos y se prestara especial

atencidn a la sintesis de derivados ciclicos.

3.1. Importancia de los Acidos a-Aminofosfénicos

Los acidos a-aminofosfonicos son bioisésteros de los a-aminoacidos
en los que el grupo carboxilico planar y menos voluminoso (-CO2H) ha
sido remplazado por un grupo Aacido fosfénico tetraédrico (-POsHs,
Figura 25).

0 0
R\‘/P(OH)Z | R\‘)J\OH
NH, NH,

Figura 25. Estructura de los 4cidos a-aminofosfonicos y a-aminoacidos.

A pesar de las diferencias estructurales entre ambos grupos, la

sustituciéon de un grupo carboxilico por uno fosfénico a menudo se

145 B, Kasprzyk-Hordern, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 4466-4503.

146 3) M. Ordéiiez, H. Rojas-Cabrera, C. Cativiela, Tetrahedron 2009, 65, 17-49; b) T. E.
Ali, Arkivoc 2014, (1), 21-91; ¢) A. Lemos, Molecules 2009, 14, 4098-4119; d) M. Ordéiez,
dJ. L. Viveros-Ceballos, C. Cativiela, A. Arizpe, Curr. Org. Synth. 2012, 9, 310-341.
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traduce en miméticos de aminoacidos. Es por ello que el descubrimiento
de la actividad biolégica que la presencia de la matriz N-C-P podia
conferir a la molécula que lo contuviera, hace ya mas de 50 afios, abrid
un amplio abanico de posibilidades en cuanto a su aplicacién
farmacolégica.'¥” No solo eso, sino que el desarrollo de nuevas
estructuras aminofosforadas ha encontrado aplicabilidad en otras

industrias, como la agroquimica o la metalirgica.

Un derivado destacado y que guarda relacién estructural con los
compuestos que se estudiaran en este capitulo es el analogo fosforado de
la prolina, también conocido como fosfoprolina (Figura 26). La presencia
del grupo reactivo fosfénico induce en la molécula propiedades
inhibitorias hacia distintas serin proteasas con las que establece
Interacciones covalentes irreversibles en el centro activo, lo que permite,
por ejemplo, utilizar estos analogos en pruebas de monitorizacién de
algunas proteasas especificas como la oligopeptidasa prolilo (POP).148 De
forma similar, los fosfonatos de prolina han encontrado aplicacién como
inhibidores de peptidasas dipeptidilo de tipo 1149 [V149.150 y VIII.151

147 3) A. Mucha, P. Kafarski, L. Berlicki, J. Med. Chem. 2011, 54, 5955-5980; b) S. J.
Hecker, M. D. Erion, J. Med. Chem. 2008, 51, 2328-2345.

148 K, Sabidé, T. Tarragd, S. Niessen, B. F. Cravatt, E. Giralt, ChemBioChem 2009, 10,
2361-2366.

149 K, Senten, L. Daniéls, P. V. der Veken, I. D. Meester, A.-M. Lambeir, S. Scharpé, A.
Haemers, K. Augustyns, J. Comb. Chem. 2003, 5, 336-344.

150 B. F. Gilmore, L. Carson, L. L. McShane, D. Queen, W. A. Coulter, B, Walker,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2006, 347, 373-379.

151 P V. der Veken, A. Soroka, I. Brandt, Y.-S. Chen, M.-B. Maes, A.-M. Lambeir, X.
Chen, A. Haemers, S. Scharpé, K. Augustyns, 1. D. Meester, J. Med. Chem. 2007, 50,
5568-5570.
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N OH ‘ N OH ‘ N OH ‘
H H H

OH
(@)
Q Q Q NH
D‘P(OH)z ‘ mP(OH)z ‘ mP(OH)Q ‘
N N N G

Figura 26. De izquierda a derecha: estructura de la prolina, el adcido indolin-2-
carboxilico, el L-Oic y el 4cido isoindolin-1-carboxilico (arriba), asi como de sus
correspondientes analogos fosfénicos (abajo).

Otro compuesto analogo es el derivado biciclico acido indolin-2-
carboxilico, que representa la forma conjugada de prolina y fenilalanina
(Figura 26) y que es un motivo estructural integrado en diferentes
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotesina (ACE) como el
Pentopril y la Benzastatina E, medicamentos empleados en el
tratamiento de la hipertensién y en la prevencién de isquemias
cerebrales.’®2 El correpondiente derivado hidrogenado éacido
(28,3a5,7a9-octahidroindol-2-carboxilico (L-Oic) forma parte de
pequernios péptidos que actian como fiarmacos en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.!® Por su parte, el anillo de
isoindolina es también un motivo estructural que da acceso a multiples

compuestos con importantes propiedades biolégicas (Figura 26).154

152 3) N. Gruenfeld, J. L. Stanton, A. M. Yuan, F. H. Ebetino, L. J. Browne, C. Gude, C.
F. Huebner, J. Med. Chem. 1983, 26, 1277-1282; b) D. Liu, G. Zhao, L. Xiang, Eur. J.
Org. Chem. 2010, 3975-3984; ¢) W.-G. Kim, J.-P. Kim, H. Koshino, K. Shin-Ya, H. Seto,
1.-D. Yoo, Tetrahedron 1997, 53, 4309-4316; d) N. Toda, M. Ori, K. Takami, K. Tago, H.
Kogen, Org. Lett. 2003, 5, 269-271.

153 F, J. Sayago, P. Laborda, M. I. Calaza, A. I. Jiménez, C. Cativiela, Eur. J. Org. Chem.
2011, 2011-2028.

154 3) J. H. Lee, S. R. Byeon, Y. Kim, S. J. Lim, S. J. Oh, D. H. Moon, K. H. Yoo, B. Y.
Chung, D. J. Kim, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 5701-5704; b) T. Liibbers, P.
Angehrn, H. Gmiinderb, S. Herzig, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 4708-4714; ¢) U.
C. Yoon, Y. X. Jin, S. W. Oh, C. H. Park, J. H. Park, C. F. Campana, X. Cai, E. N.
Duesler, P. S. Mariano, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 10664-10671; d) A. J. Grenning, J.
K. Synder, J. A. Porco Jr. Org. Lett. 2014, 16, 792-795.
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3.2. Sintesis de Acidos a-Aminofosfénicos

De una manera simplista, las metodologias en las cuales se describe
la sintesis de derivados ciclicos de éacidos o-aminofosfénicos, maés
concretamente, de derivados del éacido pirrolidin-2-ilfosfénico, en
relacién con los compuestos estudiados en este capitulo, se podrian
clasificar en funcién del enlace formado y la estrategia empleada para la
formacién de dicho enlace. En el Esquema 51 se recoge dicha
clasificacién general: (a) formacién de enlaces C-P por adicién
nucleofilica de fésforo a un doble enlace C=N; (b) formacién de enlaces
C-C por alquilacién del anillo heterociclico preformado con el electréfilo
adecuado; (c¢) formacién de enlaces C-C por adicién nucleofilica a a-
aminofosfonatos ciclicos; (d) formacién de enlaces C-N por ciclacién de
los correspondientes o-aminofosfonatos cuaternarios; (e) formacién de
enlaces C-C mediante cicloadiciéon 1,3-dipolar.5>

P

N

EWG H a

=

||
e S promy @P(OR . @P‘OR

M O
XA/_XP(OR Q\P(OR')Z

H-N R i
2 o)

Esquema 51. Estrategias para la sintesis de derivados del 4cido pirrolidin-2-
ilfosfénico en funcién del enlace formado (C-C, C-N o C-H).
De estas multiples estrategias sintéticas se han seleccionado
algunos ejemplos relevantes.!® Cabe decir que los a-aminofosfonatos

son intermedios precursores de los acidos o-aminofosfénicos, lo que

155 M. Ordériez, F. J. Sayago, C. Cativiela, Tetrahedron 2012, 68, 6369-6412.
156 M. Ordoéniez, J. L. Viveros-Ceballos, C. Cativiela, F. J. Sayago Tetrahedron 2015, 71,
1745-1784.
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implica que aquellas metodologias descritas para los primeros son

también aplicables a los correspondientes acidos.

Tang y colaboradores sintetizaron o-aminofosfonatos ciclicos
Opticamente  activos para su  posterior aplicacibn  como
organocatalizadores en reacciones de adiciéon de Michael asimétricas.>7
Para la preparacién de estos catalizadores partieron del (.9)-fenilglicinol,
generando primeramente un derivado biciclico en el que se introdujo el
grupo fosfonico a través de una reaccion de tipo Michaelis-Arbuzov
(Esquema 52). Finalmente, la hidrogendlisis del compuesto obtenido dio
lugar al (R)-fosfoprolinato de diisopropilo con un rendimiento para este
ultimo paso del 85%.

_ =
,[ T MeO Ny  OMe
Ph” NH, CH,Cl2an

Ph
Bt: Benzotriazolilo
P(O'Pr)3, ZnBr,
CH,Cl,, 20 h, 0 °C

& H,, Pd(OH),/C O\ ;
N~ ~P(OPr), 0" N7 "R(OP,
H I

o
4 HCI-EtOH, 24 h \—<Ph

Esquema 52. Sintesis del (£)-fosfoprolinato de diisopropilo.

La introduccién de grupos fosfonato en la posicién 5 de derivados de
L-prolina se ha estudiado con detalle mediante el analisis de distintos
factores determinantes en la reaccion diastereoselectiva de Arbusov
como son el efecto del acido de Lewis empleado, la influencia del grupo
N-protector o la del grupo éster del fosfito reactivo (Esquema 53).158 En
la optimizacién de estos parametros destaca el caso del grupo protector
del grupo amino, en funcién del cual es posible aislar los intermedios
carboxilados c¢is o trans y, por tanto, ambos enantiémeros del

aminofosfonato final tras una serie de transformaciones quimicas.

157 Q. Tao, G. Tang, K. Lin, Y.-F. Zhao, Chirality 2008, 20, 833-838.
158 S, Hirata, M. Kuriyama, O. Onomura, Tetrahedron 2011, 67, 9411-9416.
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\‘"O\ P(OR)3 e > /O — O\ //O
MeO,C"" >N~ “OMe ————= MeO,C' Rror  — N~ R<or

N
GP BF3-OFt, GP OR GP OR

Esquema 53. Sintesis de (£) y (9)-(pirrolidin-2-iDfosfonatos.

Se ha descrito también el control de la estereoquimica de
(pirrolidin-2-il)fosfonatos mediante la introduccién de sustituyentes
nitrogenados en la posicién 4 de las prolinas de partida (Esquema 54).15
La naturaleza de la funcién nitrogenada detemina la configuracién cis o
trans del aminofosfonato a través de una escisiéon oxidativa radicalaria

seguida de una fosforilaciéon en presencia de un acido de Lewis.

A\
P(OMe),
8% ﬂ
_ N
XN X OMe :@ H
CO,H 1. PhI(OAC),, |, H \N+
O hv, CH,Cl,, 26 °C H z
N O, X U
“ OMe 2. BF5OEt,, P(OMe),
P(OMe),, 0 °C S0

[
X = NH-acilo, OMe
base nitrogenada, etc.

Esquema 54. Control estereoquimico del proceso de introduccién del grupo
fosfonato en derivados de prolina.
La explicacion para la estereopreferencia observada se fundamenta
en el intermedio aciliminio que se encontraria estabilizado por efectos
electrénicos en el caso del grupo azida, mientras que para el resto de

derivados nitrogenados predominarian los efectos estéricos.

a-Aminofosfonatos cuaternarios ciclicos son accesibles por reaccién
entre cetosulfiniminas ®-cloro-sustituidas y fosfonato de dimetilo en
presencia de carbonato de cesio (Esquema 55a).1%° En el caso del ciclo de
cinco eslabones, el producto final se aislé con un 83% de rendimiento y
un 42% de. Un ligero cambio en las condiciones, asi como en la
estructura de la clorosulfinimina de partida dio lugar a la formacién del

producto aciclico en presencia de carbonato de potasio (Esquema 55b)

159 J, Miguélez-Ramos, V. R. Batchu, A. Boto, Fur. J. Org. Chem. 2013, 846-852.
160 Q. Chen, dJ. Li, C. Yuan, Synthesis 2008, 2986-2990.
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con buen rendimiento (85%) y buena diastereoselectividad (87% de). La
eliminacién del grupo MN-sulfinilo en presencia de acido clorhidrico 4 M
permitié la obtencién del correspondiente producto ciclico con buen

S IPI OMe
N~ IBU HPO(OME)Z N ( )2

® CI\/\/“\Ph ,Tl Ph

052003, CHchZ O"_'S,

ta. 48 h "Bu
.S
© v\/Nl TPy HPOOMe): C'ﬂg(ZM ,, 1-HO!4 M, MeOH ~Me
cl HN (DM€ ———=——> "N" “P(OMe),
Me K,CO3, CH,Cl, 0 2. E3N, Et,0 Ill "
0=, o
ta., 48 h “tgy

Esquema 55. Sintesis de a-aminofosfonatos ciclicos a partir de
quetosulfiniminas w-cloro-sustituidas.

La sintesis de 3-oxo-pirrolidina 2-fosfonatos se ha desarrollado a
partir de MN-sulfinil 6-amino B-cetofosfonatos, obtenidos a su vez por
tratamiento del correspondiente f-aminoéster con dimetil metilfosfonato
de litio a -78 °C (Esquema 56).161

OH OH
L CH3P(0)(OMe), :
p-Tol” "NH O p-Tol” "NH O 9
nBuLi, -78 °C P(OMe
"By OMe "Bu/'\/u\/( 2
1. TFA, MeOH
o 2. CbzCl, Et;N, DMAP
Cbz.
Rhy(OAc), NH oo Q 1NaH P2y o O
gy H ‘P(OMe), =———— "By P(OMe); «—— lFI’(OMe)
I CH,Cl, 2.4-ABSA  ngy 2
35°C N,

Esquema 56. Estrategia para la sintesis de 3-oxo-pirrolidina 2-fosfonatos.

El grupo AMB-sulfinilo es reemplazado entonces por el grupo
benciloxicarbonilo (Cbz), aunque también se ha utilizado para la misma
ruta sintética el grupo protector tert-butoxicarbonilo (Boc). El

161 F, A. Davis, J. Zhang, Y. Wu, Tetrahedron Lett. 2011, 52, 2054-2057.
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tratamiento del derivado obtenido con NaH y azida de 4-
acetamidobenzensulfonilo proporciona un a-diazofosfonato estable, que
en presencia de cantidades cataliticas de Rh2(OAc)s da lugar a una
reaccién intramolecular de insercion NH generando el 3-oxo-
pirrolidinfosfonato final. Este tipo de aminofosfonatos ciclicos son
intermedios adecuados para la sintesis asimétrica de diversos

compuestos, algunos de ellos biolégicamente activos. 161,162

Esta estrategia sintética se ha aplicado de forma similar en otras
ocasiones como, por ejemplo, en la sintesis de 2-benziliden-3-
oxopirrolidinas 5,5-disustituidas a partir de 4-(tert-butilsulfinilamino)-
2-oxofosfonatos quirales, empleando en este caso MN-(sulfinil)iminas
como productos de partida.l63

Ademés de los derivados MN-sulfinilados, la ciclacién de otros
precursores adecuados para la sintesis de o-aminofosfonatos se ha
utilizado ampliamente. Por ejemplo, se ha descrito una ciclaciéon tandem
a través de una estrategia de hidroaminacion/fosforilacién empleando
fosfito de dietilo y cantidades cataliticas de bromuro de cobre (I), lo que
ha sido posible gracias a la transformacién de la enamina generada in
situ en un buen electréfilo (Esquema 57).164 En el inico ejemplo de
transformacién asimétrica, el producto se obtuvo con un rendimiento del

88% y una relacién diasteroisomérica baja (52/48).

162 3) F. A. Davis, H. Xu, Y. Wu, J. Zhang, Org. Lett. 2006, 8, 2273-2276; b) F. A. Davis,
J. Zhang, H. Qiu, Y. Wu, Org. Lett. 2008, 10, 1433-1436.

163 Q. Chen, C. Yuan, Synthesis 2008, 7, 1085-1093.

164 J Han, R. S. Paton, B. Xu, G. B. Hammond, Synthesis 2013, 45, 463-470.
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(0]
H 1 I
N Ph H—-P(OEt), P(OEt),
= N
//\/ ?v'/ —»CUBr )\ Me
e 3 AMS, tolueno, t.a. pe” Ph

Esquema 57. Sintesis de a-aminofosfonatos a través de un proceso tandem de
hidroaminacién/fosforilacién.

La reaccién de cicloadicion también se ha estudiado en diversas
variantes.’> Por ejemplo, Martin y colaboradores describieron la
sintesis estereoselectiva de pirrolidinofulerenos quirales en condiciones
suaves de reaccién mediante un proceso de cicloadicién 1,3-dipolar de a-
aminofosfonatos bases de Shiff con un fulereno (Ceo) catalizado por (R)-
FesulPhos y Cu(OAc): (Esquema 58).166 En el caso del derivado fosfénico
se obtuvo el producto deseado con un 25% de rendimiento, un 95% de
exceso diastereomérico y un 65% de exceso enantiomérico.

] H
N
(EtO),P Ph
o) Cgo, Tolueno

Il -
(EtO),P~ N Ph (R)-FesulPhos, Cu(OAc), O‘Q
>48©

Fe

(R)-FesulPhos

Esquema 58. Sintesis de derivados de fulereno quirales mediante cicloadiciones
1,3-dipolares.

Kobayashi y colaboradores utilizaron una estrategia similar en un

proceso catalitico de cicloadicién [3+2] de bases de Schiff de o-

aminofosfonatos con olefinas en el que emplearon complejos quirales de

165 ) D. G. Piotrowska, Tetrahedron: Asymmetry 2008, 19, 279-287; b) D. G.
Piotrowska, ZTetrahedron:' Asymmetry 2008, 19, 2323-2329; c¢) Y. Yamashita, T.
Imaizumi, X.-X. Guo, S. Kobayashi, Chem.-Asian J. 2011, 6, 2550-2559.

166 S Filippone, E. E. Maroto, A. Martin-Domenech, M. Suarez, N. Martin, Nat. Chem.
2009, 1, 578-582.
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amidas de plata como catalizadores quirales bases de Bronsted
(Esquema 59).167

0 RS R* RE R*

N AgHMDS R * R3
N OEt)2 + +
e ‘, 1w y
Y RSJ\/ Tolueno, 25 °C R H R H

R2 "P(OEt), "P(OEt),
I I
o

Esquema 59. Cicloadicién [3+2] de a-iminofosfonatos con olefinas.

La especie catalitica mas efectiva fue la hexametildisilazida de
plata (AgHMDS), resultado de usar triflato de plata (AgOTf) como
catalizador y hexametildisilazida de potasio (KHMDS) como base.
Mayoritariamente, se obtuvieron los productos exo para una variedad
de o-aminofosfonatos con grupos de distinta naturaleza electrénica,
obteniéndose los productos finales con elevados rendimientos en la
mayoria de los casos (56-99%) y excelentes excesos diastereoméricos
(94/6->99/1) y enantioméricos (82->99%).

Recientemente, se ha descrito la reaccién entre o-isotiocianato
fosfonatos y distintos aldehidos como electrofilos catalizada por una
tiourea derivada de quinina, que transcurre a través de una cascada
alddlica/ciclacién (Esquema 60).1%8 Los 4cidos B-hidroxi-a-aminofos-
fonicos Opticamente activos resultantes se consiguieron con rendimien-
tos de moderados a buenos (36-93%), excesos enantioméricos hasta del
81% y excesos diastereoméricos hasta >99/1.

. s
2 O gumnatowes
NCS._P(OR?), , I d 0" NH 0
he R H WB(OR?2),
R’ CiCCHs 48h ¢ N,

Esquema 60. Reaccién entre isotiocianato fosfonatos y aldehidos.

Resulta especialmente interesante, por su relacién con el presente
capitulo, la sintesis realizada por Ordénez y colaboradores de un

novedoso acido o-aminofosfénico derivado de la isoindolin-1-ona, un

167Y. Yamashita, X.-X. Guo, R. Takashita, S. Kobayashi, /. Am. Chem. Soc. 2010, 132,
3262-3263.

168 W.-Y. Han, J.-Q. Zhao, Z.-J. Wu, X.-M. Zhang, W.-C. Yuan, J. Org. Chem. 2013, 78,
10541-10547.
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analogo fosfénico que carece de analogo entre los 20 o-aminoAacidos
proteinogénicos.1®® Kl proceso tiene lugar a través de una reaccién de
tres componentes en una sola etapa altamente diastereoselectiva y en
ausencia de disolvente, aislandose los productos finales con
rendimientos de moderados a buenos (40-80%) y excesos
diastereoméricos de hasta una proporcién >98/2 (Esquema 61).

o 0
M M
COzH Me 9 80 °C N_< © + N_< ©
+ HN— + H-P(OMe), — > = =
CHO R /’C'P(OMe) P(OMe)
O// 2 O// 2

Esquema 61. Sintesis de (3%,1°9)- y (35,1°.9-isoindolin-1-ona-3-fosfonato de
dimetilo.

También es posible encontrar en la bibliografia algin ejemplo de
resolucién cinética de fosfonatos derivados de la pirrolidina. Asi, el
pirrolidin-2-fosfonato de dietilo preparado en forma racémica a partir de
prolina se consiguié resolver cinéticamente por accién del anhidrido (+)-
dibenzoil-L-tartarico en dioxano a temperatura ambiente, separando
posteriormente las amidas resultantes por cromatografia de columna
(32-48%, Esquema 62).1° La subsiguiente hidrélisis de los
diastereoisémeros formados dio lugar a los acidos (B)- y (S)-pirrolidin-2-

fosfénicos con rendimientos excelentes (100%).

169 J. L. Viveros-Ceballos, C. Cativiela, M. Ordoénez, Tetrahedron' Asymmetry 2011, 22,
1479-1484.

170 B, Kaboudin, J.-Y. Kato, H. Aoyama, T. Yokomatsu, Tetrahedron' Asymmetry 2013,
24, 1562-1566.
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()8
N~ "'P(OEt), o)
HCI )

o —— N7 P(OEt),
I

OBz H

BzO

HO,C

fe) BzO, OBz
O\'I + o Dioxano
N~ P(OEt), EE—— O\?
H (6) (0]

0] N P(OEt), O\O
HCI I
B0 o — N P(OEt)

OBz H

2

HO,C

Esquema 62. Resolucién del pirrolidin-2-fosfonato de dietilo con anhidrido (+)-
dibenzoil-L-tartarico.

3.3. Sintesis Asimétrica mediante Biocatalisis de
Derivados de Prolina

En la bibliografia se pueden encontrar dos estudios que, sin
contener el fragmento fosforado en su estructura, han sido claramente
inspiradores en la elaboracion de este capitulo. En ellos, se ha
demostrado la actividad de las lipasas en procesos de resolucion de
compuestos biciclicos que contienen residuos de prolina y que, ademas,

Incorporan un grupo carboxilico en el anillo de pirrolidina.

3.3.1. Resolucién Cinética de Indolinas Carboxiladas

La sintesis quimioenzimatica del indolin-2-carboxilato de metilo se
ha descrito mediante la combinacion de un primer paso de esterificacion
con MeOH del correspondiente acido carboxilico en presencia de cloruro
de tionilo y una posterior resolucion cinética enzimatica promovida por
la lipasa de Candida antarctica tipo A (CAL-A, Esquema 63).17! Este
segundo paso se desarrollé con excelente enantioselectividad tanto con
el carbonato de alilo y 3-metoxifenilo como con el carbonato de dialilo
comercialmente accesible, si bien con este ultimo la cinética fue mas

lenta y, por tanto, las conversiones menores. Llevando a cabo la reaccion

171 S, Alatorre-Santamaria, M. Rodriguez-Mata, V. Gotor-Fernandez, M. C. de Mattos,
F. J. Sayago, A. I. Jiménez, C. Cativiela, V. Gotor, Tetrahedron:' Asymmetry 2008, 19,
1714-1719.
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en TBME, a 30 °C, 250 rpm y afiadiendo 2.5 equivalentes de carbonato
de 3-metoxifenilo y alilo se aislaron tanto el producto como el sustrato
en forma enantiopura y con buenos rendimientos. Posteriormente, se
extendié al derivado octahidroindol-2-carboxilato de bencilo, para el que

los mejores resultados se alcanzaron con el carbonato de dialilo.

o
SOCl, CAL A
- = (@]
HN MeOH HN TBME COzMe /
CO,H  reflujo CO,Me 30 °C, 250 rpm TOo,Me
(97%) /

Esquema 63. Sintesis y resolucidon cinética enzimatica de indolin-2-carboxilato
de metilo.

3.3.2. Resolucién Cinética de Isoindolinas Carboxiladas

Otro tipo de compuestos analogos de la prolina, los derivados del
acido isoindolin-1-carboxilico, se han investigado desde puntos de vista
divergentes en funciéon del fragmento de estructura susceptible de
modificarse, es decir, transformaciones del grupo éster mediante
reacciones de hidrdlisis o transesterificacién, o alteraciones del grupo
amino libre a través de procesos de alcoxicarbonilacién.l”? Esta ultima
fue, de las distintas alternativas consideradas, la que dio lugar a
resultados prometedores y, consecuentemente, la estrategia que los
autores estudiaron mas a fondo sobre la base de la catalisis mediante
lipasas. Sorprendentemente, durante la resolucion cinética catalizada
por la lipasa de Pseudomonas cepacia (PSL-C 1) tenia lugar una
racemizacion espontanea basada en un equilibrio de protonacion-
desprotonacion a través de un intermedio aquiral que, para producirse,
no requeria de la adicién de ningun tipo de catalizador acido-base, metal
o agente oxidante (Esquema 64). La resolucién cinética dindmica (DKR)

transcurri6 en presencia de carbonato de dialilo como agente de

172 R. Moran-Ramallal, V. Gotor-Fernandez, P. Laborda, F. J. Sayago, C. Cativiela, V.
Gotor, Org. Lett. 2012, 14, 1696-1699.
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alcoxicarbonilaciéon y revel6 una gran influencia del medio de reaccion,
seleccionando tolueno como Optimo. También se obtuvieron buenos
valores de conversion y excesos enantioméricos empleando el carbonato
de dibencilo, introduciendo asi el grupo Cbz (85% conversién, 98% ee).
Finalmente, la configuraciéon absoluta del producto de la reaccién se
establecié por comparacién de las sefiales de 'H-RMN del derivado de
Mosher racémico con las sefales correspondientes del compuesto

Opticamente activo.

CO,Me CO,Me
2 o PSL-CI RS2

OR
¥ PN
©5NH RO "OR Tolueno @E;N«O

60 °C, 250 rpm

R= Hzc:CHCHz, Bn

Esquema 64. DKR del isoindolin-1-carboxilato de metilo catalizada por PSL-C I
empleando distintos carbonatos.
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Objetivos

Debido a las interesantes propiedades biolégicas que el grupo

fosfénico confiere a sus derivados, los siguientes objetivos fueron

planteados:

Estudiar la resolucién cinética del indolin-2-ilfosfonato de

dimetilo empleando lipasas en reacciones de alcoxicarbonilacion.

Conocer la estereopreferencia de la enzima en el proceso,
complementando los datos analiticos y las medidas
experimentales con estudios realizados en la Universidad de

Zaragoza.

Estudiar, andlogamente, la efectividad de las lipasas en la

resolucidén cinética del isoindolin-1-ilfosfonato de dimetilo.

Determinar de manera inéquivoca la configuracién absoluta de
los compuestos Opticamente activos obtenidos en las

transformaciones enzimaéticas estudiadas.

ot T
P(OMe),
N

H

o P(OMe),
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Resultados y Discusion

La discusién de resultados que se recoge a continuacion se encuadra
dentro de una colaboracién con el grupo del Profesor Carlos Cativiela de
la Universidad de Zaragoza. En ella, se pueden distinguir dos partes
bien diferenciadas seguin el tipo de estructura que sera objeto de
estudio. En una primera se consideran estructuras derivadas del acido
indolin-2-ilfosfénico y en la segunda seccién la molécula objetivo
proviene del acido isoindolin-1-ilfosfénico. Mientras que el estudio
enzimatico sera expuesto detalladamente, las cuestiones sintéticas se
han desarrollado en su mayor parte en el centro zaragozano y, por lo
tanto, se omitiran aquellos pormenores que no sean necesarios para la

comprension del capitulo.

3.4. Sintesis y Resolucion Cinética Enzimatica de
Derivados de Fosfoinfolinas

Inicialmente, se aborddé el estudio de la resolucién cinética
enzimatica del indolin-2-ilfosfonato de dimetilo, cuya sintesis en forma
racémica se optimizé en la Universidad de Zaragoza y se comentara
brevemente para, a continuacién, profundizar en los detalles relativos al

proceso enzimatico.

3.4.1. Sintesis del Indolin-2-ilfosfonato de Dimetilo Protegido

La fosfoindolina que actuara como sustrato en la posterior
resolucién cinética se prepar6é en su forma MN-protegida siguiendo la
secuencia descrita en el Esquema 65. La proteccion del grupo amino se
realizd6 con la intencion de obtener un compuesto suficientemente
estable para ser transportado y almacenado, asi como para el estudio
alternativo de la resolucion mediante HPLC preparativo.
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CbzCl
LiHVMDS
o — o
N THF, -78 °C N
(50%) Cbz
27 28
l LiEt;BH
THF, -78 °C
o P(OCHa)s
1l .
mP(OMe)Q . BReORt: mOH
N
N CH,Cl,, -20 °C .
Cbz (31% desde 28)
(£)-29

(+)-30a

Esquema 65. Sintesis quimica del aminofosfonato racémico 30a a partir de la 2-
indolinona 27.

El primer paso consistié en la introducciéon del grupo protector
benciloxicarbonilo (Cbz) en la 2-indolinona (27), reaccién que
transcurri6 con rendimiento moderado (50%) por tratamiento con
cloroformiato de bencilo y una base fuerte, hexametildisilazida de litio
(LiHMDS), a baja temperatura. Seguidamente, la reduccién de su grupo
ceto en presencia de trietilborohidruro de litio derivé en la formacion del
hemiaminal racémico 29, que se hizo reaccionar directamente con el
complejo trifluoruro de boro-eterato y fosfito de trimetilo para obtener la
fosfindolina racémica 30a con un rendimiento global en estas dos

ultimas etapas del 31%.

3.4.2. Resolucién Cinética Enzimatica del Indolin-2-ilfosfonato de
Dimetilo

Una vez obtenido el precursor protegido 30a en forma racémica se
establecieron las condiciones 6ptimas de desproteccion, que consistieron
en una hidrogenacion a una presién de hidréogeno de 8 bares en presen-
cia de paladio sobre carbono (Esquema 66). A partir del aminofosfonato
con el grupo amino libre 31, que se obtuvo con un rendimiento
cuantitativo, se sintetizaron los correspondientes carbamatos racémicos
30b y 30c, los cuales seran productos finales de la reaccién enzimatica y
para los que se desarrollaron separaciones de HPLC con columnas de
relleno quiral adecuadas para el seguimiento de la biotransformacion.

También se incluird el carbamato 30a como material de referencia,
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aunque en este caso su sintesis no fue necesaria por ser éste el
compuesto de partida. La reaccién entre el aminofosfonato 31 y los
cloroformiatos de alilo y de bencilo (22a y 22b) en diclorometano seco
tuvo lugar con rendimientos moderados pero suficientes para cumplir el

proposito analitico de separacion de ambos enantiémeros.

o)
o, N B (e
= I e
mP(OMe)Z ©j>MP(OMe)2 22ab N (OMe),
N
\ AcOEt H py, CH.Cl, \N\O
Cbz ta. 24 h ta,2h RO
(+)-30a (>99%) (£)-31 (50-70%) (+)-30b,c

22a, 30b: R = H,C=CHCH,
22b, 30c: R = Ph

Esquema 66. Sintesis del aminofosfonato racémico 31 y los correspondientes
carbamatos (+)-30b y 30c.

La estrategia seleccionada para la resolucién cinética enzimatica
fue la reacciéon de alcoxicarbonilacién a través del grupo amino de 31,
técnica recurrente para la sintesis de carbamatos y aminas secundarias
Opticamente activas empleando lipasas.'?® Los resultados reflejados en
los antecedentes de este capitulo!”* incentivaron el uso de la CAL-A
como biocatalizador del proceso, para cuya optimizacioén se seleccionaron
una serie de carbonatos 24a-e y TBME como disolvente a 30 °C y

250 rpm (Esquema 67).

X
1 2
o R'0” “OR 0 o
I 24a-e P(OMe), I
P(OMe), N + ~mP(OMe),
N N
N CAL-A, TBME =0 N
30 °C, 250 rpm R'O
(#)-31 (R)-30a-c (S)-31

24a: R" = H,C=CHCH,, R? = H,C=CHCH, 1
24b: R' = H,C=CHCH,, R? = 3-MeO-CgH, 302 R1 =Bn
24c:R'=Bn, R?=Bn 30b: R" = H,C=CHCH,

R1 =
24d: R' = H,C=CHCH,, R? = Ph 30c: R" = Ph
24e:R'=Ph,R?=Ph

Esquema 67. Resolucién cinética enzimatica de la amina racémica 31
empleando CAL-A y distintos carbonatos a 30 °C y 250 rpm.
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Tal y como se recoge en la Tabla 17, para una concentracién de
sustrato 140 mM y una relacion enzima:sustrato de 2:1 en peso, la
lipasa no mostré actividad alguna en la reaccién con los carbonatos
menos reactivos de dibencilo 24c o de dialilo 24a (entradas 1 y 2). Sin
embargo, la reaccién si tuvo lugar con carbonatos més reactivos,
alcanzandose conversiones moderadas tanto con el de alilo y 3-
metoxifenilo (24b) como con el de alilo y fenilo (24d, entradas 3 y 8,
respectivamente), siendo destacable en ambos casos la excelente
enantioselectividad observada hacia la formacién del carbamato de
configuracién (£)-30b. La resolucién cinética no evolucioné al llevarla a
tiempos mas largos (48 h) con ninguno de los dos carbonatos mixtos 24b
y 24d. Ademas del tiempo de reaccidn, en el caso del carbonato de 3-
metoxifenilo y alilo (24b) se estudiaron otras variables que afectaron al
proceso en distinta medida. Tanto el aumento de la temperatura hasta
45 °C (entrada 6) como el incremento de la concentracién de sustrato a
200 mM (entrada 7) no tuvieron efectos positivos, al contrario, la
conversion disminuyd ligeramente. Lo mismo ocurri6 al emplear el doble
de cantidad de carbonato (entrada 4), lo que podria sugerir, junto con el
estancamiento de la reaccién, un efecto inhibitorio a altas
concentraciones de este reactivo. El valor de la conversion fue incluso

menor al afiadir el doble de enzima (entrada 5).

Los mejores resultados se obtuvieron, sin duda, con el carbonato de
difenilo (24e). A diferencia de la inhibicién enzimética observada
anteriormente, la reaccién no se detuvo sino que siguié avanzando a
tiempos prolongados hasta alcanzar un 43% de conversién tras casi 4
dias con excelente enantioselectividad (entradas 10 y 11). Duplicar los
equivalentes de carbonato anadidos no supuso una mejoria en la
conversion y provoco que la reacciéon no evolucionase mas con el tiempo,
tanto para una relacién enzima:sustrato de 2:1 como de 4:1 (entradas 12
y 13, respectivamente). Finalmente, solo se obtuvo una ligera mejora al
anadir el doble de enzima y 2.5 equivalentes de carbonato, no obstante

el proceso se detuvo, de nuevo tras 46 h de reaccién (entrada 14).
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Tabla 17. Resolucién cinética enzimatica del aminofosfonato 81 (140 mM)
empleando CAL-A en TBME a 30 °C y 250 rpm.

Entrada 24 CAL-A°  7(eq) t(h) ee, (%) ee(%)" c(%) E
1 24c 2:1 2.5 48 -- - <1 -
2 24a 2:1 2.5 48 -- - <1 -
3 24b 2:1 2.5 23 >99 27 22 >200
4 24b 2:1 5 23 >99 17 15 >200
5 24b 4:1 2.5 23 >99 12 11 >200
6° 24b 2:1 2.5 24 >99 18 15 >200
7' 24b 2:1 2.5 24 >99 16 14 >200
8 24d 2:1 2.5 23 >99 22 18 >200
9 24e 2:1 2.5 22 >99 40 29 >200
10 24e 2:1 2.5 48 >99 58 37 >200
11 24e 2:1 2.5 89 >99 74 43 >200
12 24e 2:1 5 46 >99 58 37 >200
13 24e 4:1 5 46 >99 58 37 >200
14 24e 4:1 2.5 46 >99 70 41 >200

a Relacién enzima‘sustrato en peso.

b Determinado por HPLC.

¢ ¢ = ees(eesteep)

d E=1n[(1-0(1-ee)l/nl(1-0(1+eep)]

e La reaccidn se llev a cabo a 45 °C.

fLa reaccién se llevo a cabo para una concentracién de sustrato 200 mM.

En vista de estos resultados, se concluyé que la inactivacién de la
lipasa impedia alcanzar conversiones cercanas a la ideal del 50% por lo
que, con la finalidad de aislar sustrato y producto con excesos
enantioméricos mas elevados, se valoré la posibilidad de adicionar mas
cantidad de enzima de forma secuencial, es decir, afladiendo la CAL-A a
intervalos de tiempo regulares. Para este propodsito, se realizdé la
alcoxicarbonilacién del aminofosfonato racémico 31 con el carbonato de
difenilo (24e) en TBME a 30 °C, 250 rpm y una relacién enzima:sustrato
inicial de 2:1 en peso. Transcurridas 22 h y con una conversion
alcanzada del 29% (entrada 1, Tabla 18), se afiadieron 2 equivalentes
adicionales de enzima en peso, lo que llevé la conversién al 45% tras 46
h (entrada 2). Ese valor se incrementé hasta el 49% a las 71 h (entrada
3), habiendo afiadido otros dos equivalentes de CAL-A a las 53 h. De

esta manera, se aislaron del crudo de reaccion tras la correspondiente
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purificacién el carbamato enantiopuro (£)-30c y la amina remanente

(9)-31 con exceso enantiomérico muy altos.

Tabla 18. Resolucién cinética enzimética del aminofosfonato 81 (140 mM)
empleando CAL-A y carbonato de difenilo 24e en TMBE a 30 °C y 250 rpm.

(@]
(@] PhOJ\OPh (I? (6]
IFI’ 24e P(OMe), I
(OMe), N + ~1P(OMe),
N CAL-A, TBME =0 N
30 °C, 250 rpm PhO
()-31 (R)-30c (S)-31
Entrada CAL-A’ 7e(eq) t(h) ee,(%)° ee (%)’  c(%) E
1 2:1 2.5 22 >99 40 29 >200
2 4:1° 2.5 46 >99 80 45 >200
3 6:1%" 2.5 71 >99 94 49 >200
4 4:1° 5é 46 >99 68 41 >200
5 6:1%" 5 71 >99 85 46 >200
6 4:1 2.5 22 >99 67 40 >200
7 6:1° 58 46 >99 85 46 >200
8 8:1%f 5 71 >99 (42) 92 (43) 48 >200

a Relacién enzima:sustrato en peso.

b Determinado por HPLC. Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados.
¢ c= eesl(eesteep)

d F=1n[(1-01-ee)Nnl(1-0(1+eep)]

e Se anadieron 2 equivalentes de enzima (en peso) a las 24 h.

f Se afiadieron 2 equivalentes de enzima (en peso) a las 53 h.

¢ Se anadieron 2 equivalentes de carbonato 24e (relacién molar) a las 24 h.

De manera alternativa, la misma tactica de adicién secuencial de
enzima se efectué anadiendo, ademas, 2 equivalentes del carbonato 24e
a las 24 h de reaccién (entrada 4), observandose cierta inhibicién con
conversiones ligeramente inferiores en comparacién con la reacciéon con
2.5 equivalentes de 24e (entradas 4 y 5). Por tltimo, el proceso en el que
se partié de una relacién enzima:sustrato 4:1 y que combiné la adicién
secuencial de enzima y carbonato condujo a conversiones elevadas
(entradas 6-8), aislandose con buenos rendimientos el carbamato
enantiopuro (£)-30c (42% rendimiento para un méximo del 50%, >99%
ee) y el sustrato remanente (9-31 (43% rendimiento, 92% ee) tras
purificacién del crudo de reaccién por cromatografia de columna. Tal y

como se encuentra descrito en la bibliografia, el aislamiento de estos
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derivados permite el acceso a los correspondientes analogos fosforados
del L-Oic.173

Los compuestos opticamente activos aislados fueron empleados por
parte del grupo del Profesor Carlos Cativiela como sustratos de
distintas transformaciones quimicas. De ellas, cabe mencionar la
sintesis de un derivado del que se consiguié determinar la estructura
mediante difraccién de Rayos X, lo que permitié obtener la configuraciéon
absoluta de los compuestos finales. Una vez conocida ésta, se completd
la descripcidén de los compuestos analizando la rotacidén éptica especifica
de los mismos y los tiempos de retencién de ambos enantiémeros
mediante HPLC con columnas quirales (ver Parte Experimental). La
Figura 27 muestra los cromatogramas correspondientes a los
carbamatos racémicos y épticamente activos de fenilo 30c y bencilo 30a,
procedente este ultimo de la derivatizaciéon de la amina libre aislada

tras la biotransformacién.
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Figura 27. Cromatogramas del compuesto 30a racémico (a) y
enantioenriquecido (b), y del compuesto 30c racémico (c) y enantiopuro (d).

173 A, Arizpe, F. J. Sayago, A. I. Jiménez, M. Ordéiiez, C. Cativiela, Fur. J. Org. Chem.
2011, 3074-3081.
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3.5. Sintesis y Resolucion Cinética Enzimatica de
Derivados de Fosfoisoindolinas

Una vez completado el estudio correspondiente al derivado
aminofosfénico de la indolina se consider6 el correspondiente analogo de
la fosfoisoindolina, cuya sintesis se desarroll, nuevamente, en la

Universidad de Zaragoza.

3.5.1. Sintesis del Isoindolin-1-ilfosfonato de Dimetilo Protegido

En esta ocasién, para la introduccién del grupo fosfonato se partié
de la 1-isoindolinona (32), la cual se protegié con el grupo tert
butoxicarbonilo (Boc) con excelente rendimiento empleando dicarbonato
de di-tert-butilo (Boc2O) en presencia de DMAP (Esquema 68).174 A
continuacién, el grupo ceto se redujo con hidruro de diisobutilaluminio
(DIBAL-H) para dar el hemiaminal racémico 34, que reaccioné con el
complejo trifluoruro de boro-eterato y fosfito de trimetilo, aislandose la

fosfoisoindolina racémica 3Ha con un rendimiento del 57% desde 33.

Boc,0, DMAP
N—H THF, t.a. N—Boc
(95%)

o} o}
32 33
DIBAL-H
l THF, -78 °C
P(OMe
©QN—BOC 4# N—Boc
BF3OEt2
., P(OMe),  cH,cl,, 20 °C OH
o
(57%)
(+)-35a (£)-34

Esquema 68. Sintesis quimica del aminofosfonato racémico 35a a partir de la 1-
isoindolinona 32.

174 A. Arizpe, F. J. Sayago, A. I. Jiménez, M. Ordéiiez, C. Cativiela, Fur. J. Org. Chem.
2011, 6732-6738.
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3.5.2. Resolucién Cinética Enziméatica del Isoindolin-1-ilfosfonato
de Dimetilo

En la bisqueda de una metodologia analitica adecuada para el
seguimiento de las reacciones con el tiempo, asi como para la
determinacién de los excesos enantioméricos de sustrato y producto de
la resolucién cinética del aminofosfonato 36, se sintetizaron los
correspondientes carbamatos de alilo y bencilo y se optimizd la
separaciéon de sus enantiémeros mediante HPLC. En primer lugar, se
eliminé el grupo Boc en medio acido obteniéndose el aminofosfonato
racémico 36 con buen rendimiento aislado (Esquema 69). Por su parte,
la formacion de los carbamatos racémicos 35b y 35¢ tuvo lugar con un
rendimiento alto con el cloroformiato de alilo y excelente en el caso del

derivado bencilado.

o

N

Cl OR OR
©:{\N—Boc HCI 3 M @QNH 22a,c @N«
_— _— o

o-P(OMe);  ta,6h O//P(OMe)z py, CH,Cly _ P(OMe),
(90%) ta., 2h (o]
()-35a (+)-36 (70-99%) ()-35b,c
22a: R = H,C=CHCH,
22c:R=Bn

Esquema 69. Sintesis de la amina racémica 36 y los correspondientes

carbamatos racémicos 35b y 35c¢.

Seguidamente, se procedié a estudiar la resolucién cinética
enzimatica mediante procesos de alcoxicarbonilacion, para lo cual se
partié6 de una concentraciéon de sustrato de 140 mM y se emplearon
distintas lipasas como biocatalizadores en una relacién enzima:sustrato
de 2:1 en peso y 2.5 equivalentes molares de una serie de carbonatos
24a-c en TBME a 30 °C y 250 rpm (Esquema 70).
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Ji§
R'0” “OR? OR!
NH 24a-c N« NH
/ O +
O//P(OMe)z Lipasa, Disolvente /T:’(OMe)z ,,P(OMe);
30 °C, 250 rpm o7 o)

(£)-36 (R)-35b,c (S)-36
24a: R' = H,C=CHCH,, R? = H,C=CHCH, 35b: R" = H,C=CHCH,
24b:R" = H,C=CHCH,, R? = 3-MeO-CgH,4 35c: R'=Bn

24c: R'=Bn, R2=Bn

Esquema 70. Resolucidon cinética enzimatica de la amina racémica 36

empleando lipasas.

Curiosamente, la PSL-C I, lipasa empleada en la resoluciéon de
1soindolinas carboxiladas andlogas,'”? no catalizé el proceso en medida
alguna (Tabla 19, entrada 1), al igual que ocurrié con la CAL-B en
presencia del carbonato de dialilo 24a (entrada 2) o del carbonato de

alilo y 3-metoxifenilo 24b (entrada 3).

Tabla 19. Resolucién cinética de la amina racémica 36 empleando lipasas en
una relacién enzima:sustrato 2:1 en peso y 2.5 equiv. de carbonato a 30 °C y
250 rpm.

Entrada Lipasa 24 Disolvente t(h) ee, (%)’ ee (%) c(%)°
1 PSL-C I 24a TMBE 24 - -- <1
2 CAL-B 24a TMBE 48 - - <1
3 CAL-B 24b TMBE 48 - -- <1
4 CAL-A 24c TMBE 24 - - <1
5 CAL-A 24a TMBE 92 78 26 50
6 CAL-A 24b TMBE 27 87 32 67
7 CAL-A 24b Tolueno 47 96 9 77 (58)

2 Determinado por HPLC tras purificacién del crudo de reaccién por cromatografia de
columna.

b Determinado por 'H-RMN del crudo de reaccién. Se indica entre paréntesis el
rendimiento aislado.

Sin embargo, la CAL-A, que no mostrd actividad con el carbonato de
dibencilo 24c (entrada 4), si promovié la reaccién en una extensién
considerable con los carbonatos alilados 24a y 24b (entradas 5 y 6). En
ambos casos, la amina remanente se aislé con bajo exceso enantiomérico

para conversiones iguales o superiores al 50%, lo cual result6 indicativo
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de un proceso dinamico de racemizacion espontanea de la amina libre.
Esta observacion concuerda con lo descrito en los antecedentes de este
capitulo,'” y se hizo ain mas patente al cambiar el disolvente empleado
en la reaccién por tolueno, en cuyo caso la reaccién avanzé hasta un 77%
de conversidn, aislandose el carbamato con buen exceso enantiomérico
mientras que la amina remanente se obtuvo practicamente en forma
racémica (entrada 7).

Con el fin de mejorar la efectividad de la resolucién cinética
dinamica y llevar el proceso hasta conversiones cercanas al 100% se
evaluaron una serie de variables (Tabla 20). Entre ellas, el aumento de
la carga de enzima dio lugar a una ligera disminucién de la conversion,
manteniéndose el elevado exceso enantiomérico del producto (entrada
2). Algo similar ocurrié al llevar a cabo la reaccién a 45 °C (entrada 5),
mientras que la conversién disminuy6 por debajo del 60% al duplicar la
concentracién del aminofosfonato 36 (entrada 3) o al anadir 10

equivalentes del carbonato mixto 24b (entrada 4).

Tabla 20. Resolucién cinética dindmica de la amina racémica 36 empleando
CAL-A y el carbonato de alilo y 3-metoxifenilo 24b en tolueno a 30 °C y 250
rpm.

A

OMe
NH o)

CAL-A
T O e T
//P(OMe)z )k A~ Tolueno / (o)
o o 0 30 °C, 250 rpm z
& P(OMe),

(£)-36 24b (R)-35b

Entrada CAL-A® 24b (equiv) 36 (mol/L) T(2C) t(h) ee,(%)° c (%)

1 2:1 2.5 0.14 30 47 96 77 (58)
2 4:1 2.5 0.14 30 46 95 62
3 2:1 2.5 0.28 30 46 91 59
4 2:1 10 0.14 30 71 85 57
5 2:1 2.5 0.14 45 47 94 68

a Relacién enzima:sustrato en peso.

b Determinado por HPLC tras purificacién del crudo de reaccién por cromatografia de
columna.

¢ Determinado por 'H-RMN del crudo de reaccién. Se indica entre paréntesis el
rendimiento aislado.
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Por tanto, ninguna prueba consiguié hacer evolucionar la reacciéon
mas alla de lo observado previamente, de manera que se establecieron
como condiciones éptimas el uso de tolueno como disolvente, CAL-A
como biocatalizador en una proporcién 2:1 en peso respecto al sustrato,
2.5 equivalentes de carbonato de alilo y 3-metoxifenilo, 30 °C y 250 rpm
(entrada 1), bajo las cuales se aislé el carbamato de interés en forma

6pticamente activa (96% ee) con un rendimiento moderado (58%).

3.5.3. Determinacién de la Configuracion Absoluta

Por tultimo, las configuraciones absolutas de los productos de la
resolucién enzimatica se determinaron a través de la sintesis de los
derivados de Mosher del aminofosfonato 36 en forma racémica y
enantioenriquecida. En primer lugar, el derivado racémico se prepard
haciendo reaccionar la fosfoisoindolina racémica 36 con el cloruro de (9)-
(+)-a-metoxi-a-trifluorometilfenilacetilo (MTPA-CI, (S9)-387) en presencia

de trietilamina (Esquema 71).

o)
Ph
n C Meo, EF3 Meo, F3
FsC OMe —Ph —Ph
NH (S)-37 N N
 —— ., O + 5 o)
P(OMe),  EtsN. CHoCl (MeO),R, H (MeO)R, H
t.a. (6] o)
(£)-36 (S.5)-38 (R,S)-38

Esquema 71. Sintesis de los derivados de Mosher de la amina libre racémica
36.

De esta manera, se aislaron los correspondientes diastereoisémeros
(RS,9-38 y mediante el experimento de 'H-RMN se identificaron dos
dobletes a § 5.87 (fu = 9.0 Hz) y 5.99 (Cou = 8.9 Hz) ppm para cada
uno de los isoméros, correspondientes a los protones metinicos en
poriscién a respecto al fésforo (Figura 28). La sefial aparece a campos
maés bajos al verse afectada por la anisotropia diamagnética del fenilo,
mientras que se encuentra mas desapantallada en el isémero en el que

el proton y el fenilo estan en lados opuestos.
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Figura 28. Ampliacién del espectro de 1H-RMN donde se muestran las sefiales
de los protones en posicién o fésforo de los diastereoisémeros (RS,S)-38.

Una vez identificada la senal diferenciadora entre un
diastereoisémero y otro, se aplicé el mismo procedimiento tomando como
sustrato la fosfoisoindolina 36 Opticamente activa. Debido a la
racemizacion observada para la amina libre en la DKR, se llevd a cabo
la desproteccién del carbamato con buen exceso enantiomérico (producto
de la resolucién) y la consecutiva proteccién con MTPA-Cl (9)-37,
evitando asi una posible racemizacién del aminofosfonato libre

(Esquema 72).
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o)
Ph o
; CF
— % Meo, EFs
o—/_ NDMBA F¢” oMe £
@CN% Ao PP N (937 N
, 9 CH,CI o
T 212 P(OM Et3N, CH,CI . H
. P(OMe), 40°C. 1h F (OMe),  Ets tC; 2Clo (MeO)zP\\O
(R)-35b (R)-36 (R.S)-38
o)
_Me
NDMBA ﬁN
0 rTl/go
Me

Esquema 72. Sintesis del derivado de Mosher de la amina 6pticamente activa

(%)-36 obtenida por desproteccién del carbamato enantioenriquecido (£)-35b.
Tras el proceso de desproteccion y proteccidén se registrd el espectro
de *H-RMN cuyas sefiales representativas se muestran en la Figura 29.
Se aprecia claramente una sefial mayoritaria de las dos observadas en
el espectro de la mezcla de diastereoisémeros, en concreto el doblete a 6
5.87 2Jpr = 9.0 Hz) ppm. Siendo ésta la sefial que aparece a campos mas
bajos, se concluyéd que el compuesto en estudio era el (RS5-38 vy,
consecuentemente, al carbamato 35b producto de la DKR se le asigné la

configuracién (R).

CF3
oON ® L H [P] MeO, S
SaRR P Ph Ph
O N N wn ’," —_} CF3 N
NV " % = %
OMe S
‘ 5 (MeO)R, H
| / o)
(R,S)-38
I X A
| L
S 9
o —
L

T T T T T T T T T T T T T T

T
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44

Figura 29. Desplazamiento de la sefial de 1H-RMN del H en posicién o al grupo
fosfonato correspondiente al diastereoisémero mayoritario (£,S)-38.
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v" Se ha estudiado la resolucién cinética enzimética del indolin-2-
ilfosfonato de dimetilo empleando una serie de carbonatos a distintas
concentraciones.

v' Los mejores resultados se han obtenido utilizando la CAL-A como
biocatalizador y el carbonato de difenilo como agente de
alcoxicarbonilacion en TBME a 30 °C y 250 rpm, observandose cierta
inhibicién de la enzima, que fue posible subsanar mediante la adicién
por partes de la misma.

o)
o Il (0]
<& 939
& P(OMe) I %
oS ©j>— 2 +1P(OM "eng;
M ee N ( e)2 AQQ,ZW
H

olo " oD
M PhO

v' Paralelamente, se ha abordado la resolucién cinética del andlogo
estructural isoindolin-1-ilfosfonato de dimetilo estudiando el efecto del
medio y variando el agente de alcoxicarbonilacién empleado.

v" El biocatalizador més eficiente ha sido nuevamente la CAL-A,
con la que se ha conseguido la resolucién cinética dinamica gracias a la
racemizacion espontanea del aminofosfonato de partida en el medio de
reacciéon. Esto ha permitido sobrepasar el valor de conversion del 50%,
limitacién inherente a las resoluciones cinéticas clasicas.

v" Se ha determinado la configuracién absoluta del (R)-carbamato
obtenido en la resolucién cinética dinamica mediante la preparacion del
correspondiente derivado de Mosher.

Meo, EF3

Col || oo
MM Oy

58% rendimiento z 5
96% ee o POMe): (MeO),Py_
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3.6. General

La procedencia de los reactivos quimicos es comun a lo establecido
en los Capitulos 1 y 2, asi como el tratamiento de secado, destilacién y
almacenaje de los disolventes. Adicionalmente, Sigma-Aldrich
suministré la lipasa de Pseudomonas cepacia inmovilizada sobre un
soporte ceramico (PSL-C, 1019 U/g). E1 AcOEt se utilizé sin tratamiento

previo.

3.7. Técnicas de Analisis

Las técnicas de cromatografia en gel de silice, espectroscopia IR,
RMN, HRMS, punto de fusién y rotacién dptica especifica se realizaron

segun lo descrito en los Capitulos 1y 2.

3.7.1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Los cromatogramas de HPLC se adquirieron bajo las mismas
especificaciones de los Capitulos 1 y 2. Las condiciones de HPLC y los
tiempos de retencion de los aminofosfonatos 31 y 36, asi como de los
carbamatos 30a-c y 35b se recogen en la Tabla 21.

Tabla 21. Separaciéon analitica por HPLC de sustratos y productos de las
reacciones enzimaticas.

Compuesto  Columna Eluyente tg (min)b Rs
(n-hexano/2-propanol)®

30a° IA 90:10 16.6 (S) y 19.0 (R) 1.8
30b OJ-H 80:20 10.5 (S) y 20.5 (R) 5.6
30c OJ-H 80:20 36.7 (S) y 54.4 (R) 6.0

31 OJ-H 80:20 12.3 (S)y 13.4 (R) 1.4

35b OJ-H 80:20 8.0 (R)y9.7 (5) 1.3

36 AS 80:20 13.1(R)y 19.1(S) 1.9

a Todos los andlisis se efectuaron con un flujo de 0.8 mL/min a 30 °C.

b Se destaca en negrita el enantiémero mayoritario obte nido tras la transformacién
enzimatica.

¢ Factor de resolucién: Rs= 2x[£z(.9)- ta( B)/wp1(S)+wp2(R)

d El compuesto 30a también se separé empleando hexano/acetona (85:15) a 20 °C en la
columna de relleno quiral IA para hacer coincidir los tiempos de retencién con los
descritos en la Universidad de Zaragoza.
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3.8. Procedimientos Sintéticos

3.8.1. Sintesis de la Fosfoindolina Racémica 31

En un hidrogenador que contiene una suspensiéon del carbamato
racémico 30a (400 mg, 1.108 mmol) y Pd/C (40 mg) en acetato de etilo
(15 mL) se introducen 8 bares de presién de hidrégeno y la mezcla se
agita a temperatura ambiente durante 24 h. La reaccién se para por
filtracion del catalizador sobre tierra diatomea y el disolvente se elimina
por evaporacion a presion reducida, obteniéndose el aminofosfonato

racémico 31 como un sé6lido blanco (100%).

3.8.2. Procedimiento General para la Sintesis de los Carbamatos
Racémicos 30b y 30c

A una disolucién del aminofosfonato 31 (60 mg, 0.26 mmol) en
CH:Cl: seco (1 mL) se le anaden, sucesivamente, piridina (23.5 pL, 0.29
mmol) y el cloroformiato correspondiente 22a o 22b (0.29 mmol) bajo
atmoésfera de nitrégeno. La reaccidén se agita a temperatura ambiente
durante 2 h, tras las cuales se evapora el disolvente a presién reducida.
El crudo de reaccién se purifica por cromatografia de columna en gel de
silice (eluyente 100% AcOEt para 30b; 70% AcOEt/hexano para 30c),

obteniéndose los correspondientes carbamatos 30b y 30c (50-70%).

3.8.3. Procedimiento General para la Resoluciéon Cinética
Enzimatica por Alcoxicarbonilacién del Aminofosfonato Racémico
31

Una suspensién del aminofosfonato racémico 31 (125 mg, 0.55
mmol) en TBME seco (3.9 mL) se agita a 45 °C hasta la disolucién
completa del sustrato, momento en el cual se anaden sucesivamente la
CAL-A (240 mg, relacién 2:1 en peso enzima‘sustrato) y el carbonato de
difenilo 24e (296 mg, 1.38 mmol). La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm
durante el tiempo indicado en la Tabla 18, afiadiendo a la reaccién 250
mg de CAL-A adicionales a las 24 h y otros 250 mg a las 53 h. El
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transcurso de la reaccién se monitoriza a través del HPLC y, después de
71 h la enzima se filtra, se lava con CH2Cl: (3 x 5 mL) y el disolvente se
evapora a presion reducida. El crudo de reaccion se purifica por
cromatografia de columna en gel de silice, obteniéndose el
correspondiente carbamato (£)-30c (eluyente 80% AcOEt/hexano) y, en
segundo lugar, el aminofosfonato (9)-31 (5% MeOH/AcOEt) 6pticamente
activos (ver Tabla 18).

3.8.4. Sintesis de la Fosfoisoindolina Racémica 36

El aminofosfonato protegido 85a en forma racémica (200 mg, 0.612
mmol) se suspende en una disolucién acuosa de HC1 3 M (10 mL) y se
agita a temperatura ambiente. La reaccidon acaba pasadas 6 h, lo que se
puede determinar visualmente al no observarse nada de sélido en
suspensién. La disolucién se alcaliniza con NaOH 4 M (10 mL) y se
extrae con CH:Cl: (3 x 15 mL). Las fases orgénicas se combinan, se
secan con Na2S0y, se filtran y el disolvente se elimina por evaporacion a
presion reducida, obteniéndose el aminofosfonato racémico 36 como un
s6lido blanco (90%).

3.8.5. Procedimiento General para la Sintesis de los Carbamatos
Racémicos 35b y 35¢

A una disolucién del aminofosfonato 36 (60 mg, 0.26 mmol) en
CH:Cl: seco (1 mL) se le anaden, sucesivamente, piridina (23.5 pL, 0.29
mmol) y el cloroformiato de alilo (22a) o de bencilo (22¢, 0.29 mmol) bajo
atmosfera de nitréogeno. La reacciéon se agita a temperatura ambiente
durante 2 h, tras las cuales se evapora el disolvente a presién reducida.
El crudo de reaccién se purifica por cromatografia de columna en gel de
silice (eluyente 80% AcOEt/hexano para 35b; 100% AcOEt para 35¢),
obteniéndose los correspondientes carbamatos 35b y 85¢ (70-99%).
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3.8.6. Procedimiento General para la Resolucion Cinética
Dindmica Enzimatica por Alcoxicarbonilacion de la Amina
Racémica 36

Una suspensién del aminofosfonato racémico 36 (100 mg, 0.44
mmol), el carbonato mixto de alilo y 3-metoxifenilo (24b, 228 mg, 1.10
mmol) y CAL-A (200 mg, relacién 2:1 en peso enzima:sustrato) en
tolueno seco (3.1 mL) se agita bajo atmésfera inerte a 30 °C y 250 rpm
durante 47 h. La enzima se filtra, se lava con CH:2Cl: (3 x 5 mL) y el
disolvente se evapora a presiéon reducida. El crudo de reacciéon se
purifica por cromatografia de columna en gel de silice, aislandose el
correspondiente carbamato (£)-35b (80% AcOEt/hexano) y, en segundo
lugar, el aminofosfonato (9)-36 (100% AcOEt) épticamente activos.

3.8.7. Procedimiento General para la Desproteccién del
Carbamato ()pticamente Activo 35b

A una disolucién del carbamato épticamente activo 35b (20 mg,
0.064 mmol, 96% ee) en CH:Cl: seco (0.8 ml) se le anaden,
sucesivamente y bajo atmoésfera de argén, acido N, N-dimetilbarbitarico
(27 mg, 0.17 mmol), PA(OAc): (1.5 mg, 0.0064 mmol) y PPhs (5 mg, 0.019
mmol). La reaccién se agita a reflujo durante 1 h y, entonces, se deja
que alcance temperatura ambiente, se le afiade CH:2Cl: adicional (10
mL) y se lava con H20 (2 x 10 mL). La fase orgénica se seca con Na2SOs,
se filtra y el disolvente se elimina por evaporacién a presiéon reducida,
obteniéndose un crudo de reaccibn en el que esta presente el
aminofosfonato 36 en forma Opticamente activa. La purificacion del
crudo de reaccién se descartd para evitar la probable racemizacion del
compuesto (£)-36.

3.8.8. Procedimiento General para la Sintesis del Derivado de
Mosher ()pticamente Activo (RB,5)-38

A una disolucién en CHz2Clz (0.7 mL) del crudo de reaccién obtenido
tras la desproteccién del grupo aliloxicarbonilo del carbamato (/)-35b,
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donde esta contenido el aminofosfonato (%)-36 en una cantidad maxima
de 0.064 mmol (15 mg), se le afiaden, sucesivamente y bajo atmdsfera de
nitrégeno, el cloruro de acido de Mosher (5)-87 (15 pL, 0.080 mmol) y
trietilamina seca (11 pL, 0.080 mmol). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 10 h, tras las cuales se afiade CH2Cl: adicional (10
mL) y se lava con H20 (2 x 10 mL). La fase orgénica se seca con Na2SOs,
se filtra y el disolvente se elimina por evaporacién a presion reducida.
El crudo de reaccién se purifica por cromatografia de columna en gel de
silice (eluyente 50% AcOEt/hexano), obteniéndose el correspondiente
derivado de Mosher (&,9-38 con 91% de y un 76% de rendimiento

aislado.

3.9. Datos Experimentales

2-(Dimetoxifosforil)indolin-1-carboxilato de bencilo (30a)

Férmula empirica: Ci1sH20NOsP

3 0
©\/>*E’(0Me)z Aspecto Fisico: S6lido blanco
N

7 Cbz R: (80% AcOEt/hexano): 0.42
IR (KBr): v 1710, 1267, 1033 cm™?
Peso Molecular: 361.33 g/mol Pf: 76-77 °C

IH-RMN (CDCls, 400.13 MHz): § 3.18-3.40 (m, 2H, Hs), superpuesto con
3.40-3.45 (m, 4H, OMe), superpuesto con 3.45-3.59 (s, 2H, OMe), 4.79
(m, 1H, Hv), 5.19 (m, 2H, CH2Ph), 6.88 (m, 1H, He), 7.06 (m, 2H, Ha y
Hs), 7.19-7.28 (m, 3H, Cbz), 7.33-7.34 (m, 2H, Cbz), 7.41-7.71 (m, 1H,
H») ppm

13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): 6§ 30.3 (CHs, Cs), 53.1 (d, 2Jpc = 7.1 Hz,
CHs, OMe), 53.2 (d, 2Jpc = 8.0 Hz, CHs, OMe), 54.9 (d, e = 158.1 Hz,
CH, C»), 67.9 (CH., Cbz), 116.1 (CH, Cv), 123.5 (CH, Cs y Ce), 124.5 (CH,
Cy), 127.6 (Cbz), 128.3 (Cbz), 128.5 (Cbz), 130.1 (Csa, Cbz-C), 135.8 (C,
Cr), 152.9 (C, C=0) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (CoHsNNaO4)* (M+Na)*: calculada, encontrada:

Rotacién Optica Especifica: [«]2° = +34.4 (¢ 1, CH:Cly) [para (9-30a en
85% eel
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Separacién analitica de 30a (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (9 = 16.6 min, & (&) = 19.0 min

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 20 °C
Eluyente: n-hexano/acetona 85:15 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (9 = 10.8 min, & (&) = 12.4 min

2-(Dimetoxifosforil)indolin-1-carboxilato de fenilo (30c)

Férmula empirica: Ci7HisNOsP

30
mB(OMe)Z Aspecto Fisico: S6lido blanco

N
)\oph Rendimiento: 70%
o
R (80% AcOEt/hexano): 0.39
Peso Molecular: 347.30 g/mol

H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 3.36-3.68 (m, 6H, 20Me), superpuesto
con 3.66-3.81 (m, 2H, Hs), 4.99-5.10 (m, 1H, Hy), 7.01-7.09 (m, 1H, Ar),
7.19-7.29 (m, 5H, Ar), 7.37-7.46 (m, 2H, Ar), 7.60-7.95 (sa, 1H, Ar) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 30.6 (CHs, Cs), 53.3 (d, 2Jpc = 7.0 Hz,
CHs, OMe), 53.6 (d, 2Jpc = 6.1 Hz, CHs, OMe), 55.2 (d, 'eoc = 155.4 Hz,
CH, C2) 116.3 (CH, Ar), 121.8 (2CH, Ar), 124.1 (CH, Ar), 124.7 (CH, Ar),
126.0 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 129.6 (2CH, Ar), 130.11 (C, Ar), 141.5
(C, Ar), 150.8 (C, C=0) ppm

HRMS (ESI*Y, m/z (Ci7H1sNOsP)* (M+H)*: calculada 348.0995,
encontrada: 348.0994

Rotacién Optica Especifica: [«a]2’ = —35.8 (¢ 1, CH2Cl») [para (R)-30c en
>99% el

Separacién analitica de 30c (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (S = 36.7 min, & (£) = 54.4 min
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Indolin-2-ilfosfonato de dimetilo (31)

Férmula empirica: CioH14NO3sP

3 0 s . . 7
@E (OMe), Aspecto Fisico: Sélido blanco
N

7 H Rendimiento: 100%
R: (80% AcOEt/hexano): 0.19
Peso Molecular: 227.20 g/mol Pf: 74-76 °C

IR (KBr): v 3425, 1256, 1033 cm'?

1H-RMN (CDCls, 400.13 MHz): 6 3.21-3.38 (m, 2H, Hs), 8.75 (d, 3.5n= 3.3
Hz, 3H, OMe), 3.78 (d, 3.Jen = 3.5 Hz, 3H, OMe), 4.10 (dd, 25u = 9.9 Hz,
3Jun = 9.4 Hz, 1H, Hv), 6.65 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 1H, Hy), 6.73 (dt, 3un =
7.4 Hz, 4fm = 0.9 Hz, 1H, Hs), 7.02 (t, 3/un = 7.6 Hz, 1H, He), 7.09 (d,
3urr = 7.3 Hz, 1H, H7) ppm

13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): 6 31.3 (d, 2Jec = 3.4 Hz, CHa, Cs), 53.0 (d,
2Jpc = 7.2 Hz, CH3s, OMe), 53.7 (d, 2Jpc = 6.7 Hz, CHs, OMe), 54.5 (d, 1fec
= 165.8 Hz, CH, Cs), 110.0 (CH, Cs), 119.6 (CH, Cs), 124.6 (CH, C»),
127.5 (d, 3pc = 8.3 Hz, C, Csa), 127.7 (CH, Ce), 149.9 (d, 3/oc = 9.5 Hz, C,
C7a) ppm

HRMS (ESI*Y, m/z2 (CioHisNOsP)* (M+H)* calculada 228.0784,
encontrada: 228.0786

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —23.5 (¢ 1, CH>Cl) [para (9-31 en
94% eel

Separacién analitica de 31 (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 80:20 Fluyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (S = 12.3 min, & (£) = 13.4 min

1-(Dimetoxifosforil)isoindolin-2-carboxilato de tert-butilo (35a)

- Férmula empirica: Ci1sH22NOsP

N-Boc Aspecto Fisico: Sélido blanco
O/,;’(OMe)z R: (70% AcOEt/hexano): 0.43
IR (KBr): v 1704, 1288, 1106, 1029 cm
Peso Molecular: 327.31 g/mol Pf: 108-110 °C
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IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): se observan algunas sefiales duplicadas
que se indican juntas entre corchetes, con un asterisco sobre el rotamero
minoritario; § 1.50 (s, 9H, ‘Bu), [3.41* (d, 3.pu = 10.3 Hz) + 3.52 (d, 3fn
=10.4 Hz, 3H, OMe)], [3.76* (d, 3</u = 10.8 Hz) + 3.82 (d, 3/u = 10.7 Hz,
3H, OMe)], 4.50-4.67 (m, 1H, Hs), 4.74-5.00 (m, 1H, Hs), [5.42* (d, 3Jeu =
6.7 Hz) + 5.50 (d, 3 = 6.2 Hz, 1H, Hl, 7.19-7.34 (m, 3H, Ar), 7.44-
7.53 (m, 1H, Ar) ppm.

1BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): muchas de las sefiales se observan
duplicadas y se indican juntas entre corchetes, con un asterisco sobre el
rotdmero minoritario; § 28.4 (3CHs, Bu), [52.2% + 52.7 (CHs, C3)], [53.1*
(d, 2Jpc = 6.8 Hz) + 53.5 (d, 2Jec = 6.0 Hz, CHs, OMe)], [53.6 (d, 2/c = 6.8
Hz) + 53.9% (d, 2Jpc = 7.0 Hz, CHs, OMe)], [58.8 (d, '/oc = 62.6 Hz) +
60.9% (d, 'Jec = 63.4 Hz, CH, C1)], [80.6 + 80.8* (C, Bw)], [122.5 + 122.7*
(CH, Av), [124.2* + 124.3 (CH, Av)], 127.5 (CH, Ar), [128.3 + 128.4*
(CH, Ar)], 134.3 (C, Ar), 138.3 (C, Ar), [154.0* + 154.2 (C, C=0)] ppm.

HRMS (ESI*, m/2) (CisH:2NNaOsP)* (M+Na)*: calculada 350.1128,
encontrada: 350.1139

1-(Dimetoxifosforil)isoindolin-2-carboxilato de alilo (35b)

Férmula empirica: C14H1sNOsP

SN«O . Aspecto Fisico: S6lido blanco
0 Rendimiento: 70%
57O,

R: (80% AcOEt/hexano): 0.30
Peso Molecular: 311.27 g/mol

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): se observan algunas sefiales duplicadas
que se indican juntas entre corchetes, con un asterisco sobre el rotamero
minoritario; 8 [3.45% (d, 3Jen = 10.4 Hz) + 3.52 (d, 3-fu = 10.5 Hz, 3H,
OMe)], [3.77% (d, 3¢pu = 10.7 Hz) + 3.85 (d, 3Jen = 10.7 Hz, 3H, OMe)],
4.59-4.63 (m, 3H, Hs + Hy), 5.24 (d, 2um = 10.4 Hz, 1H, Hs), 5.36 (dd,
2Jun = 10.4 Hz, 3Jun = 17.1 Hz, 1H, Hs), [5.50 (d, 2/n = 6.4 Hz) + 5.54
(d, 2pu = 6.6 Hz, 1H, Hil, 5.97 (ddt, %/un = 16.4, 10.6, 5.5 Hz, 1H, Hy),
7.26-7.35 (m, 3H, Ar), 7.45-7.56 (m, 1H, Ar) ppm.

1BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): muchas de las sefnales se observan
duplicadas y se indican juntas entre corchetes, con un asterisco sobre el
rotamero minoritario, los dobletes de los dos rotameros de los grupos
metoxi aparecen solapados; § [52.5 + 52.8* (CH:, Cs)l, 53.5-53.7 (m,
2CHs, OMe), 59.8 (d, '/oc = 158.8 Hz, CH, C1), [66.6 + 66.8% (CHz, C1)],
[117.9 + 118.3* (CHs, Cy)l, [122.6 + 122.7* (CH, Ar)], 124.3 (CH, Ar),

254



Parte Experimental

127.7 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 132.7 (CH, C2), 134.1 (C, Ar), 137.9 (C,
Ar), 154.7 (C, C=0)

HRMS (ESI*, m/2) (CisH22NNaOsP)* (M+Na)*: calculada 334.0815,
encontrada: 334.0825

Rotacién Optica Especifica: [a]2’ = —58.3 (¢ 0.3, EtOH) [para (R)-35b en
96% eel

Separacién analitica de 35b (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (S) = 8.0 min, & (&) = 9.7 min

Isoindolin-1-il-fosfonato de dimetilo (36)
Férmula empirica: CioH14NO3sP
Aspecto Fisico: Sélido blanco
Rendimiento: 90%

R: (70% AcOEt/hexano): 0.24

Peso Molecular: 227.20 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 3.58 (d, 3Jpu= 10.3 Hz, 3H, OMe), 3.75
(d, 3fu= 10.4 Hz, 3H, OMe), 4.23-4.44 (m, 2H, Hs), 4.78 (d, 25 = 7.7
Hz, 1H, H1), 5.26 (sa, 1H, NH), 7.19-7.29 (m, 3H, Ar), 7.46 (dd, 3Jun =
5.2, 4Jun=1.8 Hz, 1H, Ar) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 52.5 (d, 3Jpc = 2.4 Hz, CHs, Cs), 53.2 (d,
2Jpc = 7.3 Hz, CHs, OMe), 53.6 (d, 2Jpc = 7.2 Hz, CHs, OMe), 60.6 (d, 1/pc
= 159.3 Hz, CH, C1), 122.6 (d, Jec = 2.2 Hz, CH, Ar), 123.9 (d, Jic = 3.3
Hz, CH, Ar), 127.1 (d, Jec = 2.9 Hz, CH, Ar), 128.0 (d, Jc = 3.0 Hz, CH,
Ar), 136.3 (d, 3oc = 3.9 Hz, C, Csa), 141.7 (d, 2Jbc = 7.2 Hz, C, C7a) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (CoHosNNaO4)*+ (M+Na)*: calculada, encontrada:

Separacién analitica de 36 (HPLC):

Columna: Chiralpak AS Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (S = 13.1 min, & (£) = 19.1 min
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4.1. Importancia de las Benzoxazinas

El esqueleto de las 1,4-benzoxazinas y, en particular, de los
derivados 2,3-dihidro, est4a presente en numerosas moléculas
biolégicamente activas, que abarcan desde herbicidas y fungicidas hasta
compuestos de interés terapéutico. La versatilidad del mismo y la
relativa sencillez de preparacién de estas estructuras han contribuido a
elevar el interés de su estudio, situando a algunos derivados de
benzoxazina en fase de desarrollo como potenciales farmacos y habiendo
llegado otros a comercializarse o superar la fase clinica.l’® Este es el
caso del ofloxacino (Figura 30), un antibiético de amplio espectro que se
encuentra actualmente en el mercado para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias tanto gram-positivas como gram-negativas. El
correspondiente isémero S, que recibe el nombre de levofloxacino, es
entre 8 y 128 veces mas activo que el isémero K y el doble que el
racemato, lo que es indicativo del papel crucial que juega el centro
quiral C-3 en las propiedades farmacolégicas.176

o} o}
F CO,H F CO,H

| |
(\N (\N

N N
Me/N J O\/L’I Me Me” N J O\)é:l\/le

Figura 30. Estructura del ofloxacino (izquierda) y del levofloxacino (derecha).

La importancia de estos heterociclos no sélo radica en sus
aplicaciones biolégicas directas, sino que también son intermedios con
gran interés sintético que han sido ampliamente empleados a nivel
industrial para la preparacion de compuestos con actividad
farmacolégica.

175 g) N. Siddviqui, R. Ali, M. S. Alam, W. Ashan, J. Chem. Pharm. Res. 2010, 2, 309-316;
b) J. Ilas, P. S. Anderluh, M. S. Dolenc, D. kikelj, Tetrahedron 2005, 61, 7325-7348.
176 B. Achari, S. B. Mandal, P. K. Dutta, C. Chowdhury, Synlett 2004, 14, 2449-2467.
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En paralelismo con la importancia de las 1,4-benzoxazinas, se han
descrito un elevado numero de sintesis de estos heterociclos.!76177 Aqui
se consideraran aquellas metodologias que hayan sido aplicadas para la
preparacion de sistemas 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazinas, objeto de
estudio de este capitulo.

4.2. Sintesis Quimica de 1,4-Benzoxazinas

La revision bibliografica que se presenta a continuacién se
encuentra clasificada en funciéon de la enantiodiscriminacién o ausencia
de la misma por la influencia que la quiralidad ejerce en las propiedades
de los compuestos. De los multiples ejemplos existentes en cuanto a
aproximaciones no quirales se han seleccionado algunos considerados
relevantes, mientras que se pondra especial atencién a aquellos que

incluyan asimetria en la obtencién de los productos finales.

4.2.1. Aproximaciones No Quirales

Los procesos dominé en los que se forman varios enlaces bajo unas
Unicas condiciones de reaccién suponen una herramienta muy util en
sintesis organica. Esta estrategia se ha empleado recientemente por
Wang y colaboradores para la sintesis de benzoxazinas por reaccién
entre 2-furilcarbinoles y o-aminofenoles en un proceso que comprende
un reagrupamiento de Piancatelli, un acoplamiento C-N y una adicién
de Michael (Esquema 73).18 Utilizando La(OTf)s como catalizador y
acetonitrilo como disolvente se aislaron una serie de derivados de cis-
1,4-benzoxazina como Unicos diastereoisomeros y con rendimientos
aislados de bajos a moderados (10-82%). Por otra parte, Sekar y
colaboradores han descrito la sintesis de derivados trans1,4-
benzoxazinas a partir de aziridinas y o-clorofenoles o sus analogos
bromados, en presencia del complejo Pda(dba)s-(+)-BINAP como

177 g) J. Ila§, P. S. Anderluh, M. S. Dolenc, D. kikelj, Tetrahedron 2005, 61, 7325-7348;
b) S. K. Singh, A. K. Bajpai, R. Saini, Tetrahedron Lett. 2013, 54, 7132-7135.
178 J. Liu, Q. Shen, J. Yu, M. Zhu, J. Han, L. Wang, Fur. J. Org. Chem. 2012, 6933-6939.
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catalizador y Cs2CO3 como base.!™ La reaccién transcurre a través de
un proceso dominé en el que la aziridina experimenta, en primer lugar,
una apertura del anillo para, posteriormente, sufrir una ciclaciéon
intramolecular mediante un acoplamiento de tipo Buchwald-Hartwig.

NH
[ \ @ 2 OTf)
O CHACN D:

80°C,4h

/:/,,

Esquema 73. Reacciéon domind de sintesis de derivados de czs-1,4-benzoxazinas.

La reaccién de Petasis entre una amina, un acido organoborénico y
un compuesto carbonilico funcionalizado en la posicién a también ha
servido para la sintesis de 2-hidroxi-1,4-benzoxazinas. Un ejemplo
reciente es el descrito por Debache y colaboradores en el que se
proponen intermedios del tipo 2-(arilmetilamino)fenol como reactivos
(Esquema 74).1%° La sintesis de las benzoxazinas finales tiene lugar con
rendimientos entre moderados y buenos (38-89%).

OH

R3 !
F{Z F{4 /J[:::::::]’/’ E;~\()
H 5
RK@N R MeOH, ta. ©/R

1
.
OH o

O OH
o

Esquema 74. Sintesis de 2-hidroxi-1,4-benzoxazinas por reaccion de Petasis.

Algunos ejemplos interesantes parten de compuestos que son,
propiamente, 1,4-benzoxazinas para generar derivados mas complejos
mediante la funcionalizaciéon de los mismos. Por ejemplo, la reaccién de
Suzuki-Miyaura, una de las transformaciones mas utilizadas en
quimica sintética, es la base del acoplamiento entre la 6-bromo-2-fenil-
5,7,8-trimetil-3,4-dihidro-2 4-1,4-benzoxazina y  distintos  Acidos

179 R. K. Rao, I. Karthikeyan, G. Sekar, Tetrahedron 2012, 68, 9090-9094.
180 T, Chouguiat, R. Boulcina, B. Carboni, A. Demonceau, A. Debache, Tetrahedron Lett.
2014, 55, 5124-5128.
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borénicos que incluyen sustituyentes de toda naturaleza electrénica, ya
sean neutros, deficitarios o ricos en electrones. La reaccién transcurre
eficientemente empleando radiacién de microondas, permitiendo la
incorporacién en la molécula final de funcionalidades de tipo alquilo,
arilo y heteroarilo con rendimientos entre moderados y altos (47-90%)
(Esquema 75).181

ZT

H
Br N Pd(PPhs), base R
+ RB(OH),
o) DME/H,0 o)
MW, 160 °C, 5 min

Esquema 75. Acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura entre 6-bromo-2-fenil-
5,7,8-trimetil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzoxazina y distintos acidos bordnicos.

4.2.2. Aproximaciones Quirales

La preparacion de 1,4-benzoxazinas épticamente activas ha recibido
menor atencién en comparacién con la de sus homodlogos aquirales.
Estas aproximaciones se pueden dividir en dos grandes grupos: la
reduccién de iminas asimétrica o la sintesis asimétrica empleando

sintones quirales.
4.2.2.1. Catéalisis Asimétrica

Entre las metodologias descritas para la sintesis de benzoxazinas
enantioenriquecidas cabe destacar el uso de la organocatalisis en la
hidrogenacién asimétrica de iminas precursoras, donde el uso de acidos
fosforicos derivados de BINOL como catalizadores y ésteres de Hantzch
o benzotiazoles como fuente de hidruro ha permitido obtener buenos
valores de  enantioselectividad y  rendimientos  aislados.182
Alternativamente, la hidrogenaciéon asimétrica de 3-fenil-2H-1,4-
benzoxazina se llevd a cabo empleando una cadena polimérica

microporosa preparada a partir de un nuevo monémero de 1,1-

181 . N. Koini, N. Avlonitis, E. S. Martins-Duarte, W. de Souza, R. C. Vommaro, T.
Calogeropoulou, Tetrahedron 2012, 68, 10302-10309.
182 J. G. de Vries, N. Mr3ié¢, Catal. Sci. Technol 2011, 1, 727-735.
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binaftaleno-2,2’-diil-hidrogenofosfato (BNPPA) dando lugar a una
conversiéon completa y total enantioselectividad hacia la formacién del
enantiémero (5).183 De esta manera, los autores se beneficiaron de las
ventajas de la inmovilizacion polimérica y, lejos de experimentar
pérdidas en reactividad, habituales debido a la dificil accesibilidad al
centro catalitico, mejoraron los resultados previamente descritos,

incrementando el exceso enantiomérico desde un 95% hasta un 99%.

Este proceso también se ha realizado en presencia del sistema
catalitico Ir/difosfina/l2, que ya habia demostrado ser efectivo para
estructuras similares como las quinolinas.!%* En este caso, el ligando
quiral (S)-SegPhos resulté ser mejor eleccién que el BINAP al dar lugar
a excesos enantioméricos mas elevados. Se redujeron un total de 15
benzoxazinas 3-aril-sustituidas, obteniendo las respectivas aminas con
excelentes rendimientos aislados (91-98%) y elevadas
enantioselectividades (79-90% ee) independientemente de la posicién y
la naturaleza electrénica de los sustituyentes del anillo de benceno
(Esquema 76). Asimismo, los autores aplicaron el sistema catalitico a la
hidrogenacion asimétrica de derivados 3-estiril-2/4-1,4-benzoxazina, si
bien fue necesaria la inclusién de un paso de hidrogenacién catalizada

por paladio sobre carbono a 27.6 bar para completar la reducciéon del

[I(COD)CIL,/(S)-SegPhos @[
RZ

I, benceno, H, (27.6 bar), t.a.

enlace C=C remanente.

Esquema 76. Hidrogenacién asimétrica de 3-aril-2 H-1,4-benzoxazinas.

Una estrategia similar en cuanto a que esta fundamentada en la
reduccién de 1,4-benzoxazinas es la hidrosililacién enantioselectiva de

enlaces C=N. Zhang y colaboradores impulsaron este proceso promovido

183 D, S. Kundu, J. Schmidt, C. Bleschke, A. Thomas, S. Blechert, Angew. Chem. Int. Fd.
2012, 51, 5456-5459.
184 K, Gao, C.-B. Yu, D.-S. Wang, Y.-G. Zhou, Adv. Synth. Catal 2012, 354, 483-488.
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por bases quirales de Lewis como organocatalizadores aislando una
serie de dihidro-2H-benzoxazinas con buenos rendimientos (86-98%) y
enantioselectividades moderadas (18-87%).18> M4s recientemente, el
desarrollo de un nuevo catalizador basado en la L-fenilalanina, en el que
la presencia de centros quirales tanto de carbono como de azufre resultd
ser determinante, transcurriendo la hidrosililacién asimétrica de
manera mas eficiente. Asi, se obtuvieron 3-aril-3,4-dihidro-24-1,4-
benzoxazinas con rendimientos y excesos enantioméricos de moderados

a excelentes (66-97% rendimiento, 70-99% ee).186

Dejando a un lado las reducciones, una propuesta claramente
diferente es la adicién de nucledfilos a enlaces C=N mediante reacciones
tipo Mannich entre acetona y 2H-1,4-benzoxazinas sustituidas en la
posicion 3. La sintesis transcurre con buenos rendimientos y, en
general, excelentes enantioselectividades (Esquema 77).187 A pesar de
que las cetiminas no activadas no son sustratos habituales en la
reaccion de Mannich, en este caso la tensién del anillo y la falta de
libertad rotacional favorecieron la reactividad frente a nucledfilos
quedando bloqueada la isomerizacion £/Z del enlace C=N.

O, - A= T
+
_ N2

DMSO, t.a.

Esquema 77. Reacciéon de Mannich asimétrica entre acetona y 2H-1,4-
benzoxazinas 3-sustituidas empleando L-prolina.

4.2.2.2. Resolucién Cinética

La resolucién cinética de racematos también es una alternativa
adecuada para acceder a 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazinas enantiopuras.
La obtencién de enantioselectividades razonablemente elevadas es

posible, por ejemplo, con la participaciéon de agentes de resolucion

185Y, Jiang, L.-X. Liu, W.-C. Yuan, X.-M. Zhang, Synlett 2012, 23, 1797-1800.

186 X -W. Liu, C. Wang, Y. Yan, Y.-Q. Wang, J. Sun, J. Org. Chem. 2013, 78, 6276-6280.
187Y.-Q. Wang, Y. Zhang, K. Pan, J. You, J. Zhao, Adv. Synth. Catal. 2013, 355, 3381-
3386.
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quiral. Asi, la (+)-3-metil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzolbloxazina se resolvié
empleando el cloruro de MN-tosil-(S)-propilo (Esquema 78).188 El
diastereosiémero (R, se aislé con un exceso diastereomérico del 80%
cuando la relacion entre la amina de partida y el agente quiral fue de
2:1. La hidrélisis en condiciones acidas de la amida, obtenida por
recristalizacién de la mezcla de diastereoisémeros, condujo al

aislamiento del isémero (&) de la correspondiente amina.

@:]% . )J\ benceno @E ]\ @Ej -
; T Ay

Esquema 78. Resolucién cinética de benzoxazinas mediante agentes quirales.

Anéalogamente, los mismos autores se han servido de sendos
cloruros de acilo épticamente activos, como son el cloruro de (9-
naproxeno y el cloruro de N-ftaloil-(.9)-alanilo (Figura 31), para llegar, a
través de la resolucién cinética de las aminas racémicas, a los
diastereosiémeros de configuracién (S8 y, por tanto, a las (9)-
aminas.!8® Dentro de este contexto, también se ha realizado un estudio
comparativo de la eficiencia de las resoluciones cinéticas de la (+)-3-
metil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzo[bloxazina utilizando como agente quiral
el (9-naproxeno o el MNftaloil-(S-alanilo.’®® El andlisis incluye la
influencia del disolvente y la presencia o ausencia de aminas terciarias
como bases auxiliares de los procesos, en los que pueden estar
implicados varios mecanismos de acilacion cada uno de ellos

caracterizado por su propio patrén de diastereodiscriminacién.

188 V. P. Krasnov, G. L. Levit, I. M. Bukrina, I. N. Andreeva, L. S. Sadretdinova, M. A.
Korolyova, M. 1. Kodess, V. N. Charushin, O. N. Chupakhin, Tetrahedron: Asymmetry
2003, 74, 1985-1988.

189 3) V. N. Charushin, V. P. Krasnov, G. L. Levit, M. A. Korolyova, M. I. Kodess, O. N.
Chupakhin, M. H. Kim, H. S. Lee, Y. J. Park, K.-C. Kim, Tetrahedron: Asymmetry 1999,
10, 2691-2702; b) V. P. Krasnov, G. L. Levit, M. I. Kodess, V. N. Charushin, O. N.
Chupakhin, Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 859-862.

190V, P. Krasnov, G. L. Levit, M. A. Korolyova, I. M. Bukrina, L. S. Sadretdinova, I. N.
Andreeva, V. N. Charushin, O. N. Chupakhin, Russ. Chem. Bull. Int. Ed. 2004, 53,
1253-1256.
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Figura 31. Agentes de resolucién quiral: cloruro de (9-naproxeno (izquierda);

cloruro de N-ftaloil-(S)-alanilo (medio); cloruro de N-ftaloil-(.S)-leucilo (derecha).

Otro aspecto relevante en estas resoluciones es el efecto que la
estructura del agente de resolucién ejerce en la estereoquimica de la
acilacién.’®! Se investigaron, para el mismo sustrato, una serie de
derivados de cloruros de MN-ftaloil amino acilos y se observd una
importante contribucién en la estereoselectividad tanto de los factores
estéricos como de las interacciones aromaticas, siendo el cloruro de N
ftaloil-(S)-leucilo (Figura 31) el mas efectivo entre los distintos agentes
de resolucién estudiados. Un ultimo aspecto que se ha tenido en cuenta
ha sido la influencia en la resolucién cinética de los atomos de flior de
las aminas heterociclicas.9? La importancia de este elemento es tal que
justamente la benzoxazina fluorada 7,8-difluoro-3,4-dihidro-3-metil-2 H-
1,4-benzo[bloxazina es la precursora del agente antibiético
levofloxacino. Los autores concluyeron que la presencia de estos atomos
de flior tenia un impacto significativo en la estereoselectividad de la
acilacién, si bien el efecto observado fue opuesto dependiendo de si se
usaba el cloruro de acilo del (9-naproxeno, donde la presencia de flior
aumento6 la estereoselectividad del proceso, o los cloruros de MN-ftaloil-
(9-amino acilo, en cuyo caso la acilacién fue menos selectiva. Este
hecho llevé a asumir que el mecanismo de reaccién que da lugar a la
estereoselectividad es diferente en cada caso.

También se consiguen resoluciones cinéticas mediante la reaccion
de acoplamiento catalizada por paladio valiéndose de la adicién de un

ligando quelante quiral. Esta fue la metodologia empleada por Sekar y

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

192 D, A. Gruzdev, E. N. Chulakov, G. L. Levit, M. A. Ezhikova, M. I Kodess, V. P.
Krasnov, Tetrahedron Asymmetry 2013, 24, 1240-1246.
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Rao quienes, tras la optimizacion de parametros de reaccién tales como
la fuente de paladio, el ligando, la base y el disolvente, desarrollaron el
proceso que se detalla en el Esquema 79, utilizando como fuente de
quiralidad el (9-BINOL y el complejo PA(OOCFs)2 como catalizador.193
Tanto los sustratos bromados remanentes como las benzoxazinas finales

se aislaron con rendimientos y excesos enantioméricos moderados.

'Irs
NH Pd(OOCF),
" (S )-BINAP \\N
/,O ’/
n CS2CO3
Br
R—/ | tolueno, 110 °C R
. 3.5-27 h

Esquema 79. Resolucion cinética por acoplamiento catalizado por paladio.
4.2.3. Aproximaciones a la Sintesis Quimica del Levofloxacino

La sintesis de, entre otras, la benzoxazina (S)-7,8-difluoro-3,4-
dihidro-3-metil-2 A-1,4-benzolbloxazina, precursora del levofloxacino, se
ha descrito mediante un protocolo de dos pasos a partir de una serie de
sulfamidatos 1,2-ciclicos enantiopuros y 2-bromofenoles con distinta
sustitucién (Esquema 80).1% Los intermedios obtenidos por la apertura
de los sulfamidatos con los 2-bromofenolatos nucledfilos se obtuvieron
con rendimientos entre moderados y excelentes (57-100%), y la posterior
ciclacién en las condiciones de Buchwald-Hartwig dio lugar a las
benzoxazinas con rendimientos similares (50-88%). Un intermedio muy
similar se sintetizd haciendo reaccionar el 6-bromo-2,3-difluorofenol con
el derivado 4-metilbenzenosulfonato de la L-alanina.l95 En esta ocasidn,
la ciclacién para llegar a la benzoxazina precursora del levofloxacino se
logré, previa desproteccion del grupo amino, a través de catalisis con
Cul en presencia de K2COs y DMF como disolvente.

193 R. K. Rao, G. Sekar, Tetrahedron: Asymmetry 2011, 22, 948-954.
194 J F. Bower, P. Szeto, T. Gallagher, Org. Lett. 2007, 9, 3283-3286.
195 M. K. Parai, G. Panda, Tetrahedron Lett. 2009, 50, 4703-4705.
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o. 0 R Pd(OAc),
B N:\S/:O Z OH @ xantphos R, Bn
n —— > BnHN (6] \
* * 7R3 t R3
1>_< ) NaH, DMF "R BuONa
R R PhMe

Esquema 80. Sintesis de benzoxazinas por o-alquilacién seguida de ciclacién.

La hidrogenacién catalitica de benzoxazinas, de la que ya se ha
hablado en el apartado anterior, es otra de las estrategias que ha encon-
trado aplicacion en la sintesis de este precursor. El elemento
diferenciador de los distintos ejemplos publicados al respecto es el
sistema responsable de la reduccién de la agrupaciéon C=N. Por ejemplo,
la organocatalisis con acidos fosféricos derivados del BINOL 3,3-diaril
sustituidos en presencia de dihidropiridina y CH2Cl: como disolvente
origina la benzoxazina de interés con un exceso enantiomérico aceptable
del 93% y un rendimiento del 67% (Esquema 81A).19% Mejores resultados
en lo que al rendimiento se refiere (96% rendimiento, 90% ee) se
obtuvieron en la hidrogenacién asimétrica descrita por Kanai y
colaboradores (Esquema 81B), en la que se utilizé el sistema catalitico
de iridio (I), (25,45-BPPM y yoduro de bismuto (ITI).197

ACIdO de Bronsted F\C[ Iridio (
]\ (2S,4S)-BPPM j\
yoduro de
‘O A: 67% bismuto (II1)
N 93% ee
o. © H -

=Y 96%
o . °
OO “oH B: 90% ee
Ar
Acido de Bronsted

Esquema 81. Comparacion entre dos estrategias descritas para la hidrogena-
cién catalitica de benzoxazinas con aplicacién a un precursor del levofloxacino.

196 M. Rueping, M. Stoeckel, E. Sugiono, T. Theissmann, 7etrahedron 2010, 66, 6565-
6568.
197 K, Satoh, M. Inenaga, K. Kanai, Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 2657-2662.
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4.3. Sintesis Enzimatica de 1,4-Benzoxazinas

En comparacién con las estrategias quimicas convencionales, el
empleo de métodos enzimaticos para la preparacién de 1,4-benzoxazinas
Opticamente activas es ciertamente escaso, localizando en la bibliografia

Unicamente unos pocos ejemplos que se comentaran a continuacién.

Se han sintetizado una serie de carboxilatos y acidos carboxilicos
derivados de la 2-metil-3-0x0-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzoxazina
enantiopuras a partir de precursores quirales procedentes de la
hidrélisis catalizada por la esterasa de higado de cerdo (pig Iiver
esterase, PLE) de los correspondientes dimetil malonatos (Esquema
82).198 El paso enzimAtico consistié en un sistema tampén de fosfatos
(pH 7)/DMSO en proporcién 8:2 v/v, obteniendo los correspondientes (R)-
malonatos con excesos enantioméricos de moderados a buenos (73-88%).
Una serie de transformaciones quimicas posteriores permitieron el
aislamiento de ambos enantiémeros de los derivados de benzoxazina

tanto en forma de acidos carboxilicos como de carboxamidas.

oH COOCH3 COOH
| X Br(CHz)C(COOMe), _~_-O~L-CHj O—L=CHg
B ———— e
A N0 KF, DMF |/ P COOCH;z tampon/DMSO C[ COOCHs
R 2 e0°C,6h R NO, ta., 24 h

/

. COOR' CC(:)HNHR'

Esquema 82. Hidrdlisis catalizada por la PLE de dimetil 2-metil-2-(2-
nitrofenoxi)malonatos y aplicacién a la sintesis de benzoxazinas.
Por su parte, tan solo dos enzimas han resultado eficaces en la
preparacién selectiva del levofloxacino. El primer ejemplo se remonta a
finales del pasado siglo y en él se describe la biorreduccion con levadura

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

271



Capitulo 4

de panaderia (Baker’s yeast, BY) de una nitrocetona proquiral al
correspondiente nitroalcohol a partir del cual sintetizan la benzoxazina
de interés tras una serie de transformaciones quimicas (Esquema 83).199
Entre ellas, cabe destacar el estudio realizado en el ultimo paso de

ciclacién en el que se intentan minimizar las mezclas de productos.

1. PdIC, H,
THF, ta.
2. PPh,, DEAD, PhCO,H F
F KKO BY P H"OH THF, ta. F ©
F o —— F 0
\C[ MeOH/H,0 \C[ 3. KCN, MeOH, t.a. [ INJ\
NG, 35°C NO, 4. PPhs, DEAD, ZnCl, H

Esquema 83. Sintesis quimioenzimatica del levofloxacino empleando
oxidorreductasas.

Posteriormente, la PLE se ha utilizado en procesos hidroliticos en
los que la formacion del levofloxacino tuvo lugar con excesos
enantioméricos moderados a partir de los ésteres de butilo del
ofloxacino.20 En ambos trabajos los autores basaron la eficiencia de la
hidrélisis en el desarrollo de técnicas de inmovilizacién enzimatica
empleando distintas estrategias que incluyen geles de poliacrilamida
como el alginato de calcio con el propésito de optimizar la reutilizacién

de la esterasa.

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

200 3) S.-Y. Lee, B.-H. Min, S.-H. Hwang, Y.-M. Koo, C.-K. Lee, S.-W. Song, S.-Y. Oh, S.-
M. Lim, S.-L. Kim, D.-I. Kim, Biotechnol. Lett. 2001, 23, 1033-1037; b) S.-Y. Lee, B.-H.
Min, S.-W. Song, S.-Y. Oh, S.-M. Lim, S.-L. Kim, D.-1. Kim, Biotechnol. Bioprocess Eng.
2001, 6, 179-182.
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Objetivos

Habiendo quedado patente la importancia estructural de las 3,4-
dihidro-2 H-1,4-benzoxazinas, asi como los multiples esfuerzos que la
comunidad investigadora ha realizado para el disefio de rutas eficientes
y, cada vez mads, respetuosas con el medio ambiente, se plantearon los

siguientes objetivos:

- Desarrollar un proceso sintético que permita la obtencién de
benzoxazinas enantioenriquecidas valiéndose de la versatilidad de las

enzimas.

- Estudiar la resolucién cinética de benzoxazinas o precursores

empleando lipasas.

|\O
R—,/

N

H

- Estudiar procesos complementarios que sean catalizados por otro

tipo de enzimas, como alcohol deshidrogenasas o transaminasas.

- Extender la metodologia optimizada a distintas benzoxazinas

variando la sustitucién en el anillo aromatico.

- Aplicar el proceso a la sintesis de un precursor del levofloxacino,

conocido antibidtico de amplio espectro.

peey
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4. 4. Resolucion Cinética Enzimatica de Benzoxazinas

Considerando la escasez de ejemplos publicados en los que se aplica
la Biocatalisis para la obtencién de derivados de benzoxazina
Opticamente enriquecidos, se optd por explorar nuevas rutas asimétricas
para lo cual se seleccioné la 3-metil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzolbloxazina
como sustrato modelo. En un primer momento, se planteé la opcién de
llevar a cabo su resolucién cinética empleando lipasas debido a los
resultados previos obtenidos en la resolucién de indolinas?! y los
multiples ejemplos de resoluciéon de aminas secundarias ciclicas en los
que las lipasas han actuado con buenos niveles de actividad y
estereoselectividad.!39202 Con esta finalidad, se sintetizd el racemato a
través de la oralquilacién del 2-nitrofenol (39a), haciéndolo reaccionar
con la cloroacetona (40) para obtener la nitrocetona intermedia 41a
(Esquema 84). Esta se sometié a una secuencia de hidrogenaciéon-
ciclacién intramolecular catalizada por paladio para aislar, finalmente,

la benzoxazina (+)-42a con un rendimiento global del 75%.

Seguidamente, se examiné el papel de una serie de lipasas en la
alcoxicarbonilacion de 42a, entre las que se encuentran las lipasas CAL-
A, CAL-B, PPL, CRL y la lipasa de Pseudomonas cepacia inmovilizada
sobre distintos soportes (PSL-IM y PSL-SD). Ninguna de ellas mostrd,
sin embargo, actividad significativa al utilizar el carbonato de dialilo o
el carbonato de alilo y 3-metoxifenilo en TBME como disolvente a 30 °C

y 250 rpm.

201 M. Lopez-Iglesias, E. Busto, V. Gotor, V. Gotor-Fernandez, JJ. Org. Chem. 2012, 77,
8049-8055

202 a) G. F. Breen, Tetrahedron' Asymmetry 2004, 15, 1427-1430; b) M. Stirling, J.
Blacker, M. 1. Page, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 1247-1250.
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NO, Tolueno, H,O MeOH
65°C, 24 h ta.,6h

(93%) Ma (80%) (£)-42a

oH NaHCO3, KBr (g H, (4 atm)
@[ 0  NMeBusCl 0 10% Pa/C. @[ ]%
" — o
; I
NO,
39a 40

Esquema 84. Sintesis de la benzoxazina racémica 42a para el estudio de su
resolucion cinética.
La nula reactividad observada motivé un planteamiento alternativo
para el cual se aproveché la sintesis descrita en el Esquema 84 y, en
particular, la presencia en la ruta de la nitrocetona 41a. A partir de este

intermedio se disefiaron tres estrategias independientes:

a) La resolucién cinética catalizada por lipasas a través de un proceso
de acilacién del alcohol racémico 43a obtenido por reduccién no

selectiva de la cetona 41a.

b) El proceso complementario de hidrdlisis catalizado por lipasas del
acetato racémico 47a obtenido por acilacién quimica del alcohol 43a.

c¢) La biorreduccién selectiva empleando alcohol deshidrogenasas de

la cetona proquiral 41a.

A continuacién, se discutird cada una de estas aproximaciones,
comenzando con una primera optimizacién para el sustrato modelo y
extendiendo la metodologia a otras benzoxazinas con distinta

sustitucién en el anillo aromético.

4.5. Resolucién Cinética Enzimdatica de los Alcoholes
Precursores de Benzoxazinas

Atendiendo a la necesidad de generar una ruta sintética donde el
alcohol racémico 43a participe como intermedio, se puso a punto la
secuencia detallada en el Esquema 85 para el sustrato modelo. La
benzoxazina racémica protegida 46a se sintetizo en 4 pasos de reaccion
a partir de la nitrocetona 4la. El primer paso de la sintesis fue,
precisamente, la obtencion del nitroalcohol 43a por reduccién de la
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cetona 4la con borohidruro de sodio, que transcurrié con buen
rendimiento (86%), para seguidamente reducir el grupo nitro mediante
una hidrogenacién catalizada por paladio (95% rendimiento). El
aminoalcohol 44a se protegié empleando cloruro de tosilo (cloruro de p-
toluenosulfonilo) y, finalmente, el aminoalcohol resultante 45a se
sometié a las condiciones de Mistunobu obteniendo la benzoxazina
tosilada 46a de forma cuantitativa. En este punto, cabe sefialar que la
proteccion fue necesaria para evitar la formacion de mezclas de
productos que se originan al llevar a cabo la ciclacién a partir del amino

libre o al emplear catalizadores alternativos como ZnCls.199

NaHCO,, KBr
@:OH 0  NMeBuCl O NaBH, OH
+ _— (0] I —— o
NO, c Tolueno, H,O @: MeOH ©i
65°C, 24 h NO, t.a., 40 min NO,

(86%)
39a 40 (93%) 41a (+)-43a

H,, PtO,

Ts= 's@— MeOH, ta., 14 h
8 (95%)

L S
THF @[ CH,Cl, @[
ta,3h
NHTs ta,14h NH,

99% 0
()-46a ( ) ()-45a (78%) (+)-44a

Esquema 85. Sintesis quimica de la benzoxazina racémica protegida 46a.

Previamente al estudio de la acilacién enzimatica, se sintetiz6 el
compuesto acetilado 47a en forma racémica por tratamiento del alcohol
43a con anhidrido acético en presencia de DMAP y trietilamina durante

40 min a temperatura ambiente (Esquema 86).
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Ac,0O
OH DMAP, Et;N OAc
(0] _— (0]
CH,Cl,
C[NOZ t.a., 40 min C[Noz
(+)-43a (94%) (+)-47a

Esquema 86. Sintesis quimica del acetato racémico 47a.

A continuacidn, se consideraron una serie de lipasas como posibles
biocatalizadores para la resolucién cinética (Tabla 22). Inicialmente, el
esquema de reaccién consistié en afadir 3 equivalentes de acetato de
vinilo como agente acilante a la mezcla de 43a y lipasa en TBME a 30 °C
y 250 rpm y para la medida de los excesos enantioméricos se diseié una

metodologia analitica mediante HPLC.

Tabla 22. Optimizacion de las condiciones de resolucién cinética de 43a
empleando lipasas (1:1 en peso) y acetato de vinilo (3 equiv) a 30 °C y 250 rpm.

(L“OH o  lpasa H\OAC H “"OH

(0] + + (0]
@ )J\ 0 Disolvente @ @

NO, 30 °C, 250 rpm NO, NO,

(¢)-43a 48 (R)-47a (S)-43a
Entrada Lipasa Disolvente t(h) ee, (%) ee (%)b ¢ (%) E
1 - TBME 5 - <1 <1 n.d.
2 RML-IM TBME 2 96 63 40 104
3 RML-IM TBME 5 94 (45) 89 (44) 48 103
4 CAL-A TBME 2.5 69 22 76 3
5 CAL-B TBME 2 <1 - >99 n.d.
6 PSL-C | TBME 3 13 >99 88 6
7 RML-IM? TBME 51.5 95 86 48 108
8 RML-IM Tolueno 29.5 97 92 49 188
9 RML-IM 1,4-Dioxano 22.5 98 20 17 96
10 RML-IM MeCN 22.5 >99 2 2 >200
11 RML-IM THF 22.5 97 11 10 72
12 RML-IM Et,0 20 97 82 46 164

a Relacidén enzima:sustrato 1:4 en peso.

b Determinado por HPLC. Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados.
¢ c= eesl(eesteey)

d F=1n[(1-0(1-eep))/Inl(1-)(1+eep)]
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Mientras que en ausencia de enzima no se observé la formacién de
producto (entrada 1), las lipasas CAL-A, CAL-B y PSL-C I mostraron un
exceso de reactividad dando lugar a conversiones elevadas e incluso
completas en poco tiempo de reaccibn y, en consecuencia,
enantioselectividades pobres o nulas (entradas 4-6). El mejor
compromiso entre conversién y excesos enantioméricos se dio con la
lipasa de Rhizomucor miehei en forma inmovilizada (RML-IM), que
permiti6 aislar, tras 5 h de reaccién, el acetato (R)-47a con un 94% ee 'y
el alcohol remanente (9-43a con un 89% ee, ambos con buenos
rendimientos teniendo en cuenta el maximo posible del 50% (entrada 3).
Una reduccién sustancial de la carga de enzima alargd el tiempo de
reaccion, pero sin un efecto significativo en la enantioselectividad
(entrada 7). Por ultimo, de entre los distintos disolventes probados los
mejores resultados se consiguieron con TBME y tolueno (entradas 3 y 8,
respectivamente), alcanzdndose conversiones cercanas al 50% con
mayor velocidad en el caso del TBME, mientras que los excesos

enantioméricos fueron mas elevados al utilizar tolueno.

4.5.1. Extensién a Otros Sustratos

El proceso de resolucion cinética optimizado se extendid a una serie
de nitroalcoholes representativos con distinto patrén de sustitucién en
el anillo aromatico, que se sintetizaron con buenos rendimientos a partir
de los correspondientes fenoles siguiendo el procedimiento aplicado
previamente al sustrato modelo (Esquema 87). La reaccién enzimética
transcurrié a 30 °C y 250 rpm, utilizando 3 equivalentes de acetato de
vinilo y RML-IM como biocatalizador en una proporcién enzima:sustrato
1:1 en peso.

283



Capitulo 4

6 NaHCO;, KBr (L
R5| X 1OH . o) NMeBu,Cl ! o
o —_—
' cl N
4 3/2 NO, \)J\ Tolueno, H,O R@:
65°C, 24 h Z NO,
39a: R=H 39a-d 40 (84-93%) Aa-d
39b: R=4-F NaBH,
39c: R=4-OMe MeOH, t.a., 40 min
39d: R= 5-Me i
RML-IM
H OH H\OAC AcOVin (48) HH OH
+ -—
S ° F ° Disolvent L ©
f_ = e vl
NO, NO, » 250 rpm NO,
(S)-43a-d (R)-47a-d (+)-43a-d

Esquema 87. Sintesis y resolucién cinética con lipasas de los
alcoholes (+)-43a-d.

Como disolventes se contemplaron tanto TBME como tolueno,
observandose la misma tendencia mostrada por el alcohol 43a (Tabla
23). Asi, los mejores valores de conversién se consiguieron en TBME
(entradas 1, 3, 5y 7) en tiempos de reaccién cortos, mientras que la
enantioselectividad fue considerablemente superior cuando el disolvente
utilizado fue tolueno (entradas 2, 4, 6 y 8). A pesar de la importancia de
este parametro, la menor reactividad en tolueno, especialmente en el
caso de los derivados fluorado y metilado (entradas 4 y 8), fue suficiente
para considerar el TBME como el disolvente mas adecuado, en el que se
aislaron producto y sustrato remanente con rendimientos elevados (44-
48% rendimiento para una conversién maxima del 50%), asi como

buenos excesos enantioméricos (89-95% ee).
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Tabla 23. Resolucién cinética de los derivados 43a-d empleando la RML-IM (1:1
en peso) y acetato de vinilo (3 equiv) en TBME y tolueno a 30 °C y 250 rpm.

Entrada R Disolvente  t(h) ee, (%)’ ee (%) c(%)° E
1 43a (H) TBME 5 94(45) 89 (44) 48 103
2 43a (H) Tolueno 29.5 97 92 49 188
3 43b (4-F) TBME 5  95(47) 91(48) 49 117
4 43b (4-F) Tolueno 20 99 37 27 >200
5 43c (4-OMe) TBME 5 94 (47) 93 (48) 50 102
6 43¢ (4-OMe) Tolueno 20 >99 73 42 >200
7 43d (5-Me) TBME 7  93(46) 94(48) 50 103
8 43d (5-Me) Tolueno 20 >99 45 31 >200

a Determinado por HPLC. Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados.
b o= ead(eesteep)
¢ E=1n[(1-0(1-eep)]/Inl(1-0)(1+eep)]

4.6. Hidrélisis Enzimatica de Acetilos para la Obtencion
de Alcoholes Precursores de Benzoxazinas

Paralelamente, se estudié la hidrdlisis de los acetatos racémicos
47a-d (Esquema 88). Las condiciones iniciales de reaccién se
extrapolaron de aquellas previamente optimizadas para la acilacién
enzimatica, con la expectativa de obtener resultados similares por
tratarse de procesos complementarios. Asi pues, la lipasa RML-IM fue
utilizada como biocatalizador y TBME como disolvente a 30 °C y 250

AC2O .
OH DMAP, Et;N OAc RML-IM OH “OAc
o]

+

| CH,Cl, C[ H,0, TBME C[ @:
7~ No, ta,40min AZ SN0, 30 °C, 250 rpm 7 “NO, F No,

(88-94%) 52 h R
(+)-43a-d ()-47a-d (R)-43a-d (S)-47a-d

rpm.

R

Esquema 88. Sintesis y resolucién mediante hidrélisis enziméatica de los
acetatos racémicos 47a-d catalizada por la RML-IM.

La cantidad de agua necesaria para la hidrdlisis de ésteres es un

parametro decisivo que ejerce gran influencia en la actividad
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enzimatica, motivo por el cual se estudi6 para el sustrato modelo 47a sin
sustitucién en el anillo aromdtico (Tabla 24). Todas las pruebas
transcurrieron con excelente enantioselectividad, superior en todos los
casos a la observada para la acilacidon, obteniéndose de manera
complementaria el (B)-alcohol y (9-acetato. La cinética de la reaccién se
vi6 ampliamente influenciada por la cantidad de agua afiadida, siendo
la conversién cercana al 50% cuando se utilizaron 5 equivalentes
(entrada 1) y disminuyendo progresivamente con el incremento del agua
hasta un 21% de conversién con 20 equivalentes (entrada 3). Tanto la
enantioselectividad como la conversién se mantuvieron en niveles
excelentes al extender el proceso a los demas sustratos con la adicién de
5 equivalentes de agua (entradas 4-6).

Tabla 24. Hidrdlisis enzimatica de los derivados 47a-d catalizada por la RML-
IM en TBME a 30 °C y 250 rpm durante 52 h.

Entrada R H,0 (equiv) ee, (%)’ ee, (%)  c(%)° E
1 47a (H) 5 98 (44) 92 (41) 48 >200
2 47a (H) 10 99 53 35 >200
3 47a (H) 20 >99 27 21 >200
4 47b (4-F) 5 96 (44) 97 (48) 50  >200
5 47c (4-OMe) 5 >99 (46) 91 (47) 48 >200
6 47d (5-Me) 5 >99 (47) 94 (48) 49 200

a Determinado por HPLC. Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados.
b o= ead(eesteey)
¢ E=1n[(1-0(1-eep)]/In[(1-0)(1+eep)]

4.7. Biorreduccién

Si bien el proceso de hidrélisis enzimatica transcurrié con buenos
resultados, la limitacién inherente de alcanzar conversiones maximas
del 50% llevé a sopesar una ruta alternativa que posibilitase la
obtencion de los productos finales en forma enantiopura con
rendimientos tedéricos del 100%. La biorreduccién surgié asi como la

opcion mas plausible que, ademas, permitiria el acceso a ambos
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enantiomeros en el caso de disponer de oxidorreductasas eficientes con

estereopreferencias opuestas.

4.7.1. Optimizacién

Con la idea de desarrollar rutas eficientes para las dos antipodas
del alcohol 43a, se estudid el proceso de biorreduccién de la cetona
proquiral 41a empleando alcohol deshidrogenasas de preferencia Prelog
y anti-Prelog!® en una disolucion reguladora del hidrocloruro de
tris(hidroximetil)aminometano (Tris ‘HC1) 50 mM pH 7.5 (Esquema 89).

Kgo ADH H\OH

(0] (0]
©i tampon Tris'HCI pH 7.5 ©i

NO, NAD(P)H NO,

sistema de regeneracion del cofactor
4H1a 30°C, 250 rpm, 24 h (R) 0 (S)-43a

Esquema 89. Biorreduccién de la cetona 41a empleando alcohol
deshidrogenasas.

Entre las distintas alcohol deshidrogenasas de preferencia Prelog
disponibles, la ADH-A de Rhodococcus ruber (ADH-A) result6 ser el
catalizador mas eficiente lograndose una conversion completa con total
enantioselectividad hacia la formacién del (S)-alcohol (Tabla 25, entrada
1). Por su parte, la ADH de Candida parapsilosis (ADH-CP) catalizé el
proceso en muy baja extensién (entrada 2), mientras que la levadura de
panaderia (BY) proporcioné excesos enantioméricos moderados (entrada
3). El alcohol de configuracién absoluta (%) se obtuvo con conversiones
cuantitativas tanto empleando la ADH de Lactobacillus kefir (ADH-LK)
como la evo-1.1.200, no obstante con esta ultima se logra una enantio-
selectividad superior (entradas 4 y 6, respectivamente). Por tltimo, la
ADH de Lactobacillus brevis también condujo al alcohol enantiopuro,
aunque la reduccién de la cetona no fue completa (entrada 5).
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Tabla 25. Sintesis estereoselectiva del alcohol 43a por biorreduccién de la
nitrocetona 41a en un tampé6n Tris ' HCI 50 mM pH 7.5 a 30 °C tras 24 h.

Entrada Enzima Cofactor Regeneracion c (%)’ ee (%)’
1 ADH-A NADH Isopropanol >99 >99 (S)
2 ADH-CP NADH Isopropanol 8 99 (S)
3 BY - Glucosa >99 86 (S)
4 ADH-LK NADPH G6P/G6PDH >99 96 (R)
5 ADH-LB NADPH Isopropanol 91 >99 (R)
6 evo-1.1.200 NADH Isopropanol >99 >99 (R)

a Determinado por HPLC. Conversiones no completas determinadas por 1TH-RMN.

El escalado de la reaccién para las oxidorreductasas ADH-A y evo-
1.1.200, seleccionadas como mejores biocatalizadores de la etapa de
biorreduccién, facilité el aislamiento de los alcoholes enantiopuros (S)-
43a y (R)-43a con rendimientos aislados del 85% y 99%,
respectivamente, después de una simple extraccién del crudo de
reacciéon. En el caso de la ADH-A es importante resaltar que, lejos de
realizar un escalado lineal de las condiciones en pequeiia escala (15 mg
células para 0.012 mmol de sustrato), la cantidad de enzima se redujo
hasta el minimo posible, siendo la relacién enzima:sustrato final de 1:20

en peso para una conversion completa en 24 h.

4.7.2. Extension a Otros Sustratos

La biorreduccion se extendi6 al resto de cetonas proquirales 41b-d
con ambas enzimas, alcanzando conversiéon completa tras 24 h en todos
los casos y con una enantioselectividad excelente (Tabla 26). Por una
parte, la ADH-A permitié aislar a los alcoholes (.9)-43b-d enantiopuros
con muy buenos rendimientos (88-93%, entradas 1, 3, 5y 7) y, por otra,
los alcoholes (R)-43b-d enantiopuros se obtuvieron con rendimientos
entre 78-88% al emplear la evo-1.1.200 (entradas 2, 4, 6 y 8). De esta
manera, se considera alcanzado el objetivo con el que se comenzo6 este
apartado, habiéndose superado la limitacién de las transformaciones
catalizadas por lipasas y, por tanto, mejorado notablemente los

rendimientos finales.
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Tabla 26. Biorreduccién de las nitrocetonas 41a-d en tampén Tris -HCI pH 7.5
tras 24 h a 30 °C empleando ADH-A o0 evo-1.1.200 como biocatalizadores.

Kko ADH-A/evo-1.1.200 % OH

R—: N © tampon Tris'HCI pH 7.5 R—: ~ ©
= NO, NADH, isopropanol = NO,
30°C, 250 rpm, 24 h
41a-d (R) o (S)-43a-d
Entrada R Enzima c (%)° ee (%)°
1 41a (H) ADH-A >99 (85) >99 (S)
2 41a (H) evo-1.1.200 >99 (99) >99 (R)
3 41b (4-F) ADH-A >99 (89) >99 (S)
4 41b (4-F) evo-1.1.200 >99 (87) >99 (R)
5 41c (4-OMe) ADH-A >99 (88) >99 (S)
6 41c (4-OMe) evo-1.1.200 >99 (88) >99 (R)
7 41d (5-Me) ADH-A >99 (93) >99 (S)
8 41d (5-Me) evo-1.1.200 >99 (78) >99 (R)

a Determinado por HPLC. Se indica entre paréntesis el rendimiento aislado.

Siguiendo la ruta descrita para el sustrato modelo en el Esquema
85, las benzoxazinas tosiladas (R)-46a-d se sintetizaron en forma
enantiopura en tan solo tres pasos de reaccibn a partir de los
correspondientes nitroalcoholes (S)-43a-d obtenidos en la biorreduccién
catalizada por la ADH-A (Esquema 90).
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H “OH  H, PtO, H “OH
o) —z =2, 0

X X
R tMeOH, R
_— .a., 14 h _—
NO, (86-98%) NH,
(S)-43a-d (S)-44a-d
TsCl, piridina j\ MeOH ]\
CH,Cly, ta., 14 h ] Ts 65°C, 2 h
(71-80%) (80%)

(R)-46a (R)-42a
(:[ j\ PPhg, DEAD ‘OH
“TTHE N o
ta,3h R _
(94-99%) NHTs

(R)-46a-d (S)-45a-d

Esquema 90. Sintesis de las benzoxazinas (£)-46a-d enantiopuras a partir de
los correspondientes nitroalcoholes enantiopuros (.9)-43a-d. Desproteccién de la
benzoxazina (/)-46a.

La pureza 6ptica de los compuestos se mantuvo constante a lo largo
de todo el proceso, aislandose las benzoxazinas tosiladas de
configuracién (&) en forma enantiopura tras la hidrogenacién del grupo
nitro, la tosilacién de la correspondiente amina y la ciclacién
intramolecular con inversién de la configuracién en las condiciones de
Mitsunobu. A modo de ejemplo, la benzoxazina activada (%)-46a se
desprotegié empleando magnesio a reflujo de metanol, lo que condujo a
la (R)-3-metil-3,4-dihidro-24-1,4-benzolbloxazina (42a) con un 80% de

rendimiento tras 2 h de reaccién (Esquema 90).

4.8. Aplicacion al Precursor del Levofloxacino

Una vez que se ha desarrollado una metodologia quimioenzimatica
robusta de eficacia contrastada para una serie de derivados de
benzoxazina estructuralmente representativos, se decidié estudiar su
aplicabilidad en la preparacién selectiva de la (S)-7,8-difluoro-3-metil-
3,4-dihidro-2 H-1,4-benzolbloxacina (9)-42e, precursor del levofloxacino.
A su vez, el alcohol (£)-43e es precursor de la benzoxazina (5)-42e al

290



Resultados y Discusion

reproducir las estrategias sintéticas descritas hasta el momento en este

capitulo (Esquema 91).

o}
F CO,H F
| F o F OH
e -
N N j F o
N7
N (0] >
Me” Q?HMB H NO,
Levofloxacino (S)-42e (R)-43e

Esquema 91. AnAalisis retrosintético del levofloxacino hacia el precursor (£)-43e.

Las dos aproximaciones quimioenzimaticas que permiten el acceso a
ese enantiémero en particular son, por una parte, la hidrdlisis del
acetato racémico 47e a través de lipasas y, por otra, la biorreduccién de
la cetona proquiral 41e mediante oxidorreductasas (Esquema 92).

i 2, NaHCO;4 ;
F OH  KBr, NMeBu,CI F O ADH-A 0 evo-1.1.200 F OH
——> F o} > F 0
NO, Tolueno, H,O tampon Tris'HCI
65 ‘;C,024 h NO, NADH, 2-propanol NO,
396 (85%) Me 30 °C, 250 rpm, 24 h (R)-43e o (S)-43e
(>99% ee)
ACZO
NH3BH; F OH Et,;N, DMAP F OAC RML-IM  (R)-43e  (S)-43e
41e —> F e} —>F (o) — >99% ee + 84% ee
THF CH,Cl, H,O, TBME 45% rdto  43% rdto
30°C, 1h t.a., 30 min 30 °C, 250 rpm
NO ’ NO ’
(78%) 2 (93%) 2 53 h
(+)-43e (£)-47e  (46% conversion)

Esquema 92. Alternativas sintéticas quimioenzimditicas para la preparacion del
alcohol enantiopuro (£)-43e.

La ruta sintética se desarrollé con buenos rendimientos a partir de
la oralquilacion del nitrofenol 39e disponible comercialmente, de forma
analoga a la descrita para los demas sustratos. La cetona 41e obtenida
se redujo selectivamente en presencia de ADH-A, aislandose el
nitroalcohol (S)-43e enantiopuro tras 24 horas de reaccién en una
reguladora Tris ‘HCl 50 mM pH 7.5 con un rendimiento del 91%. Por su
parte, la preparacién del enantiémero homélogo (R)-43e, objeto de
interés por dar acceso a la benzoxazina (5)-42e, se logré utilizando la
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evo-1.1.200 como biocatalizador y, si bien el proceso transcurrié con
completa estereoselectividad, se detecté la aparicion indeseada de
cantidades apreciables del isémero estructural 2-(2,3-difluoro-6-
nitrofenoxi)propan-1-ol (49) en las condiciones de reaccién (Esquema
93). La formacién de este producto secundario se minimizé con éxito
variando el pH de la biorreduccion, llegando a eliminarse por completo a
pH 6, lo que hizo posible el aislamiento del alcohol (£)-43e enantiopuro

y con un excelente rendimiento del 94%.

F (0]
evo-1.1.200 evo-1.1.200
tampoén Tris'HCI tampén Tris'HCI NO,
F OH 50 mM, pH 6 F o pH7.5 (R)-43e

F o) -~ F o} _
NADH, NADH, +
2-propanol 2-propanol
NO, 30 °C, 250 rpm NO, 30 °C, 250 rpm . i \OAOH

(R)-43e 24 h 41e 24 h
(>99% ee, 94%rdto)

NO,
49

Esquema 93. Preparacién del nitroalcohol (£)-43e por biorreduccién de la

cetona 41e. Variacién de la relacién de productos 43e y 49 a distintos pHs.
Adicionalmente, el proceso de hidrélisis, que también da acceso al
(R)-alcohol de interés, se efectué con la lipasa RML-IM como
biocatalizador y 5 equivalentes de agua en TBME a 30 °C. Es
importante sefialar que la sintesis del alcohol racémico (+)-43e a partir
del cual se obtuvo el acetato necesario para la hidrélisis enzimatica, se
vio condicionada nuevamente por la formacién del isémero 49
(proporcién 61:39), que se suprimié en este caso variando ligeramente la
reduccion no selectiva de la cetona 4le con el complejo NHs-BHs,
medida que evité6 tanto el medio basico de la reaccion como el
tratamiento bésico de la misma (Esquema 92). Solventado este
problema, la acilacién quimica dio lugar al acetato racémico (+)-47e, y la
subsiguiente hidrélisis enzimatica a la formacién, tras 53 horas de
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reaccién, del acetato (S)-47e con un 84% eey del alcohol deseado (£)-43e

en forma enantiopura.

Por ultimo, se aplicé la secuencia de cuatro pasos de reaccidén ya
descrita con anterioridad y que conduce a la correspondiente
benzoxazina (S)-42e (Esquema 94). La reduccién del grupo nitro, la
proteccion del grupo amino, la ciclacién en las condiciones de Mitsunobu
y la desproteccién final del MN-tosilo transcurrieron sin racemizacion
alguna, aisldndose finalmente el precursor del Levofloxacino (S5)-42e en

forma enantiopura y con buen rendimiento global (36%).

1. H2 Pt02 MeOH
F OH ta., 14 h (65%)
F 0 j ]
2. TsCl, py, CH,Cl, ) “MeOH

NO ta., 14 h (80%) 65°C, 2 h
2 3. DEAD, PPhs, THF 146 (86%) (1420

(R)-43¢ ta., 3h, (>09%) (S)-6e ;
(>99% ee) (>99% ee) (>99% ee)

Esquema 94. Sintesis de la benzoxazina (5)-42e precursora del Levofloxacino, a
partir del correspondiente alcohol (£)-43e.

4.9. Nueva Aproximaciéon Empleando Transaminasas

Un cambio de enfoque en lo que respecta al paso enzimadatico de la
ruta sintética generd un nuevo andlisis retrosintético de las 3,4-dihidro-
2 H'benzo-[bl-oxazinas. Este involucra intermedios de indole diferente,
aunque estructuralmente similares a los que se han venido mostrando a
lo largo del capitulo (Esquema 95). Asi, en lugar de los alcoholes que
intervenian tanto en la biorreducciéon como en la resolucién a través de
lipasas, en la nueva aproximacion el intermedio quiral es una amina.
Esto implica, por una parte, la transformacion selectiva que debe
proporcionar esta amina y que pasa por introducir unas enzimas nuevas
como son las transaminasas y, por otra, una nueva metodologia de
ciclacién para la formacién de las benzoxazinas finales, que en este caso

requerira la presencia de un halégeno en la estructura.

293



Capitulo 4

N ° %w Kgo
R+ _ j\ pr— (o) pr— (o)
N
H

N N
R R
NO, Z>No,
OO = S
U N
Z N | N ° | A °
H R—u/ R—./
Br Br

Esquema 95. Anélisis retrosintético involucrando distintos intermedios para la
sintesis asimétrica de 3,4-dihidro-2 H-benzoxazinas.

4.9.1. Optimizacion

La obtencién del nuevo intermedio se llevé a cabo, primeramente,
en forma racémica para el sustrato modelo sin sustitucién en el anillo.
Para ello, se partié del correspondiente bromofenol 50a cuya reaccién
con la cloroacetona 40 condujo a la cetona 5l1a con muy buen
rendimiento, en unas condiciones de reaccién ligeramente distintas a las
empleadas para las nitrocetonas facilitando el trabajo de la reaccién al
utilizar ahora un reflujo de acetona y K2COs como base (Esquema 96).
La amina racémica 52a se obtuvo con un 36% de rendimiento por
aminacién reductiva de la cetona 5la por tratamiento con
cianoborohidruro de sodio y acetato de amonio en metanol anhidro y
sirvi6 como referencia para el desarrollo de métodos analiticos
adecuados para el seguimiento de la reaccién de transaminacién

enzimatica.

NaBH,CN
@[OH o KoCO3, Kl O CH3CO,NH, NH,

+ al —_— (o) —_— (o)
Br acetona MeOH
55°C,4h ta., 14 h
(95%) Br (36%) Br
50a 40 51a ()-52a

Esquema 96. Sintesis quimica de la bromoamina racémica 52a a partir del
bromofenol 50a.
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Se intent6 sin éxito establecer una metodologia adecuada para la
medida por CG del exceso enantiomérico de la amina 52a, por lo que se

derivatizé in situ, formandose en el medio de reaccidon la acetamida 53a

(JM NH2  Ac,0, DMAP (JM NHAc
(o] —_— (0]

oL = O
Br in situ Br

(£)-52a (+)-53a

(Esquema 97).

Esquema 97. Preparacién de la bromo acetamida racémica 53a como referencia
para la medida de los excesos enantioméricos.

La formacién de la bromoamina 52a a través de un proceso de
transaminacién se estudi® en profundidad evaluando como
biocatalizadores tanto w-transaminasas (@-TAs) adquiridas
comercialmente como otras que fueron cedidas por el profesor Wolfgang
Kroutil de la Universidad de Graz y que han sido utilizadas como

células enteras (Esquema 98).

o-TA *
O PLP, tampén KPi NH,
(0] (0]
Dador de amino
Sistema de regeneracion
Br Br

Cosolvente

51a 30 °C, 250 rpm (R)-52a o (S)-52a
24 h

Esquema 98. Sintesis selectiva de las aminas 52a por reaccién de
transaminacién de 51a.

Las reacciones enzimaticas se realizaron en tampoén de fosfatos
100 mM pH 7.5 a 30 °C y 250 rpm durante 24 h, siendo el dador de
amino isopropilamina o alanina en funcién de cada enzima. En el caso
de emplear alanina, se anadi6 la D- o L-alanina dependiendo de la
estereopreferencia definida para la transaminasa, es decir, D-alanina
para las ©-TAs (&)-selectivas y L-alanina para las o-TAs (S)-selectivas.
A su vez, como sistema de regeneracién de la alanina se utilizé la

alanina deshidrogenasa (AlaDH) para las enzimas no comerciales, y
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alternativamente el preparado PRM-102 de la casa comercial Codexis
para las transaminasas comerciales, el cual contiene la lactato
deshidrogenasa (LDH), glucosa, NAD* y glucosa deshidrogenasa (GDH).
Los mejores resultados de un total de 37 w-transaminasas comerciales y
7 no comerciales consideradas se encuentran recogidos en la Tabla 27.
En todas las pruebas efectuadas con enzimas comerciales se afnadio,
ademas, un 2.5% de DMSO para favorecer la disolucién del sustrato de
partida 51a. Esta medida no se aplic6 a las enzimas no comerciales ya
que no siempre admitian el uso de un cosolvente organico, por lo que se
desarrollaron en ausencia del mismo estudiando cada caso de forma

particular.

Tabla 27. Transaminacién de la bromocetona 5la para la formacién selectiva de
la amina 52a en tampén KPi1 100 mM pH 7.5 a 30 °C y 250 rpm.

Entrada w-TAs® Dador Regeneracion c (%)b ee (%)b
1 ATA-103 L-Ala PRM-102 64 97 (S)
2 TA-P1-G06 Isopropilamina - 67 >99 (S)
3 ATA-200 Isopropilamina - 97 >99 (S)
4 ATA-251 Isopropilamina -- 66 >99 (S)
5 ATA-254 Isopropilamina - 89 >99 (S)
6 ATA-256 Isopropilamina -- 99 >99 (S)
7 ATA-260 Isopropilamina -- 53 >99 (S)
8 ATA-P1-B04 Isopropilamina - 94 >99 (S)
9 Vf L-Ala AlaDH 97 93 ()
10 Vf-mutante Isopropilamina - 60 >99 (S)
11 Cv L-Ala AlaDH 77 >99 (S)
12 ATA-033 Isopropilamina -- 57 65 (R)
13 ATA-415 Isopropilamina -- 86 74 (R)
14 ArR sp. D-Ala AlaDH 45 >99 (R)
15 At D-Ala AlaDH 70 >99 (R)

a En las entradas 1-8, 12 y 13, correspondientes con enzimas comerciales, se empleé un
2.5% de DMSO como cosolvente.
b Determinado por CG.

Se observé que varias o-TAs catalizaban la formacién de la amina
(9)-52a con buenos resultados (entradas 1-11), si bien el enantiémero de
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configuracién contraria resulté menos accesible (entradas 12-15). Asi,
destacan dos enzimas (S)-selectivas comerciales, la ATA-200 y ATA-256,
con las que se obtuvieron conversiones casi completas y excesos
enantioméricos excelentes (entradas 3 y 6, respectivamente). Las
conversiones fueron moderadas con las enzimas no comerciales
Chromobacterium violaceum (Cv, entrada 11) y la mutante de la Vibrio
fluvialis (Vf-mutante, entrada 10), mientras que el exceso enantiomérico
del producto decrecié ligeramente cuando se empled como biocatalizador
la Vibrio fluvialis (Vf, entrada 9). La reaccién de transaminacién
dirigida hacia la formacién del enantiémero (&) transcurrié con
selectividades moderadas con las enzimas comerciales ATA-033 y ATA-
415 (entradas 12 y 13), mientras que la amina enantiopura (£)-52a se
obtuvo con conversiones moderadas empleando la Arthrobacter species
(ArR sp., entrada 14) y la Aspergillus terreus (At, entrada 15) no
comerciales.

Para algunos casos particulares se realizaron, con escaso éxito, una
serie de pruebas de optimizacién (Tabla 28). Entre ellas, el aumento de
temperatura tuvo el efecto contrario al deseado, alcanzandose
conversiones mas bajas que las obtenidas inicialmente a 30 °C
(comparacién entre entradas 1 y 2, 3 y 4). Triplicar el tiempo de
reaccion, sin embargo, provocé un aumento en la conversién aunque en
una extensién insuficiente para la ATA-412 (comparacién entradas 3 y
5) y practicamente insignificante para la TA-P1-G06 (comparacién
entradas 6 y 7). Algo similar se observé al duplicar la cantidad de
enzima afadida, donde se obtuvo un aumento del 5% en la conversién
de la reaccién catalizada por la ATA-200 (comparacién entradas 9 y 10).
Con estas ultimas pruebas se estudié también la influencia del DMSO
en enzimas no comerciales alcanzandose valores de conversiéon menores
que los obtenidos al afiadir un 2.5% de DMSO (entrada 8). Dicha
influencia, positiva para la ATA-200, demostré ser negativa para la
enzima no comercial At (comparacién entradas 11 y 13). Unicamente

con esta transaminasa la medida de aumentar la cantidad de enzima de
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10 a 20 mg fue efectiva hasta el punto de alcanzarse una conversién casi
completa (entrada 12) frente al 70% obtenido anteriormente (entrada
13).

Tabla 28. Estudios de temperatura, tiempo, cosolvente y cantidad de
transaminasa afiadida en la reaccién de transaminacién de 51a.

Entrada w-TAs® Cosolvente  w-TA(mg)° T(2€) t(h) c(%)
1 ATA-117 (R) DMSO 2 30 24 21
2 ATA-117 (R) DMSO 2 45 24 6
3 ATA-412 (R) DMSO 2 30 24 22
4 ATA-412 (R) DMSO 2 45 24 20
5 ATA-412 (R) DMSO 2 30 72 36
6 TA-P1-GO06 (S) DMSO 2 30 24 67
7 TA-P1-GO6 (S) DMSO 2 30 72 72
8 ATA-200 (S) DMSO 2 30 24 97
9 ATA-200 (S) -- 2 30 24 85
10 ATA-200 (S) - 4 30 24 90
11 At (R) DMSO 10 30 24 65
12 At (R) - 10 30 24 70
13 At (R) -- 20 30 24 96

2 Se indica entre paréntesis la enantiopreferencia de la enzima.
b Cantidad de o-TA afadida (mg) para 0.025 mmol de sustrato (5.7 mg).
¢Determinado por CG.

Por tdltimo, la transaminacién catalizada por la ATA-256, enzima
que mostrd los mejores valores a pequeiia escala, se efectué a mayor
escala (100 mg) con el ligero cambio de sustituir el DMSO, cosolvente
utilizado en la reaccién en una proporcién del 2.5%, por EtOH, ya que
su eliminacién resulta mucho menos trabajosa. La posterior ciclacién a
través de la aminacién de Buchwald-Hartwig permitié el aislamiento de
la benzoxazina (5)-42a enantiopura con buen rendimiento empleando
acetato de paladio como catalizador y xantphos (4,5-bis(difenilfosfino)-
9,9-dimetilxanteno) como ligando bidentado (Esquema 99). De esta
manera, pudo medirse la rotacidén 6ptica especifica de la benzoxazina
enantiopura y definir su configuracion absoluta por comparacion con el

valor descrito,!88 confirmandose la (S)-estereopreferencia de la enzima.
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ATA-256,
'PrNH,, PLP, EtOH , Pd(OAc), o
. )
O tampén KPi pH 7.5 ‘NH, xantphos, ‘BuONa
o -~ - o — .,
Tolueno N
30 °C, 250 rpm 100 °C. 14 h H
Br (60%) Br (66%)
51a (S)-52a (S)-42a
>99% ee >99% ee
CHs CHs [odpo® = +4 (¢ 0.6, EtOH)
O [alooP = +11 (¢ 0.1, CHCI3)
xantphos=
o
P _P.
Ph Ph PH Ph

Esquema 99. Sintesis de la benzoxazina (S)-42a enantiopura a través de una
secuencia de transaminacién catalizada por la ATA-256 y ciclacién en
condiciones de Buchwald-Hartwig.

4.9.2. Extensiéon a Otros Sustratos

La sintesis de las bromoaminas racémicas 52b-d se llevé a cabo a
partir de los correspondientes bromofenoles 50b-d y se consiguieron, al
igual que para el sustrato modelo 52a, buenos rendimientos en la

formacién de las cetonas 51b-d y considerablemente més bajos en el

'/LNHZ
o)

proceso de aminacién reductiva quimica (Esquema 100).

NaBH5CN
XJ OH o K,CO3, KI O  CH3CO,NH,

5
M
At 3/ Br )J\/CI acetona R—'( A MeOH R—(
I

~N
55°C, 4 h = ta., 14 h _—
(83-97%) Br (31-68%) Br
50b-e 40 51b-e (+)-52b-e
Ac,0, DMAP, AcOEt
50b: R= 4-F; X= CH in sity
50c: R=4-Me; X=CH NHAc
50d: R=H; X=N X\ (@]
50e; R= 5-OMe; X= CH R{I
O
Br
(+)-53b-e

Esquema 100. Sintesis de las aminas racémicas 52b-e a partir de los
bromofenoles 50b-e. Derivatizacién in situ para la obtencién de las acetamidas
53b-e como referencia para la medida de los excesos enantioméricos.
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Al igual que ocurria para el sustrato modelo, fue necesaria la
derivatizaciéon de las aminas 52b-e para obtener las acetamidas 53b-e
como material de referencia para la medida de los excesos
enantioméricos. Un caso que requiere un comentario adicional es la
preparacion del sustrato 52e, ya que fue necesaria la sintesis del
bromofenol 50e por no encontrarse éste disponible comercialmente. La
reaccion de bromacién del correspondiente fenol se llevé a término
selectivamente hacia la posicién contigua al grupo alcohol y opuesta al
grupo metoxi empleando la N-bromosuccinimida (NBS) como fuente de

bromo (Esquema 101).203

MeO OH NBS MeO\QOH
—_—
54 ta,2h 50e
(75%)

Esquema 101. Sintesis del bromofenol 560e a partir del correspondiente fenol 54.

El estudio de transaminacion de las bromocetonas 51b-e se realizé
con diversas enzimas al no encontrar una tendencia clara o una
transaminasa que, en general, mostrase una aceleracién del proceso
superior al resto. En todos los casos se utilizé una disolucion reguladora
de fosfatos 100 mM a pH 7.5, una concentracién de sustrato 50 mM, a
30 °C y 250 rpm. En la Tabla 29 se encuentra recogida una seleccion de
los mejores resultados obtenidos para cada sustrato, siendo
considerados a priori aquellos con conversiones superiores al 50% para

un posterior analisis de la estereoselectividad del proceso.

208 M. O. Kitching, T. E. Hurst, V. Snieckus, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 2925-2929.
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Tabla 29. Transaminacién de las bromocetonas 51b-e para la formacién
selectiva de las aminas 52b-e en tampén KPi1 100 mM pH 7.5 a 30 °C y 250 rpm.

o-TA .
(@] PLP, tampon KPi NH,

(X\ © Dador de amino (x\ ©
Ry _ Sistema de regeneracion Rt P
Br Cosolvente Br
51b-e 30°C, 250 rppm, 24 h  (R)-52b-e 0 (S)-52b-e

Entrada R; X w-TAs c (%)’ ee (%)’
1 51b (4-F; CH) ATA-200 76 >99 (S)
2 51b (4-F; CH) ATA-254 87 >99 (S)
3 51b (4-F; CH) ATA-256 98 >99 (S)
4 51b (4-F; CH) ATA-P1-B04 95 >99 (S)
5 51b (4-F; CH) Vf 98 85 (S)
6 51b (4-F; CH) At 57 >99 (R)
7 51c (4-Me; CH) ATA-200 77 >99 (S)
8 51c (4-Me; CH) ATA-254 77 >99 (S)
9 51c (4-Me; CH) ATA-256 68 >99 (S)
10 51c (4-Me; CH) ATA-P1-B04 64 >99 (S)
11 51c (4-Me; CH) Vf 91 91 (S)
12 51c (4-Me; CH) At 91 >99 (R)
13 51d (H; N) ATA-254 88 97 (5)
14 51d (H; N) ATA-256 72 63 (S)
15 51d (H; N). ATA-260 88 74 (S)
16 51d (H; N) ATA-251 93 95 (S)
17 51d (H; N) TA-P1-G06 97 97 (5)
18 51d (H; N) ATA-415 91 36 (R)
19 51d (H; N) ATA-303 73 27 (R)
20 51e (5-OMe; CH) ATA-200 59 n.m.
21 51e (5-OMe; CH) ATA-254 54 n.m.
22 51e (5-OMe; CH) ATA-256 87 93 (S)
23 51e (5-OMe; CH) ATA-P1-B04 72 89 (S)
24 51e (5-OMe; CH) ATA-260 64 n.m.
25 51e (5-OMe; CH) ATA-251 97 93 (S)
26 51e (5-OMe; CH) TA-P1-G06 >99 91 (S)
27 51e (5-OMe; CH) ATA-415 70 n.m.
28 51e (5-OMe; CH) ATA-303 86 n.m.
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a Determinado por CG.

La presencia de un atomo de fltor en el anillo aromatico no supuso
una dificultad para la transaminacién en lo que respecta a la formacién
de la amina (9)-51b, siendo varias las transaminasas (S)-selectivas con
las que se obtuvieron conversiones superiores al 90% (entradas 3-5).
Entre ellas, las enzimas comerciales llevaron a las mejores
selectividades (entradas 3 y 4), mientras que con la transaminasa de
Vibrio fluvialis no comercial solo se alcanzé un 85% de exceso
enantiomérico. Por su parte, la cetona metilada 51c dio lugar a
conversiones mas moderadas hacia la formacién completamente
selectiva del enantiémero (9)-52c (entradas 7-10), destacando que en
este caso la conversién fue superior para la obtencién del enantiémero
(R)-52¢ (entrada 12). Nuevamente, la transaminasa de Vibrio fluvialis
mostrdé buenos valores de conversién en un proceso que no transcurrid
con total selectividad (entrada 11). La piridina 51d condujo a un notable
descenso de la selectividad, que fue mas acentuado con las
transaminasas (/)-selectivas (entradas 18 y 19) y menos con las (S)-
selectivas (entradas 13-17) llegando incluso en una de las pruebas a
conversiéon casi cuantitativa con un exceso enantiomérico del 97%
(entrada 17). Por ultimo, con el derivado 5le se consiguieron, en
general, buenas conversiones (entradas 20-28). En este caso la medida
de los excesos enantioméricos se realizé mediante HPLC y entraio
cierta dificultad. Solo en determinados casos el crudo de reaccién fue
suficientemente limpio como para permitir esa medida (entradas 22, 23,
25 y 26), que desvel6 un empobrecimiento en la estereodiscriminacién

enzimatica, con excesos enantioméricos buenos pero no excelentes.

Finalmente, la reaccién se llevé a escala con los sustratos 51b y 51e.
En el caso del sustrato fluorado se empleé la ATA-256 como
biocatalizador, aisldndose la amina (S9-52b enantiopura con un
rendimiento moderado del 66%. Por su parte, la amina (S)-52e se obtuvo
con un rendimiento ligeramente mayor (74%) y con un exceso del 91%

ee.
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4.9.3. Aplicacién al Precursor del Levofloxacino

Para concluir este capitulo, se extendié la metodologia a un dltimo
sustrato, la benzoxazina 42e precursora del levofloxacino. Al igual que
en el caso del derivado 50e, el bromofenol 56 no es comercialmente
accesible, por lo que su sintesis se realizé mediante una reacciéon de
bromacién en condiciones muy suaves para evitar reacciones indeseadas
de polibromacién.!®t La secuencia sintética se desarrolld de forma
analoga a la descrita para las aminas bromadas 52a-e hasta la

benzoxazina racémica 42e (Esquema 102).

o)
)J\/CI
F F
. oH Br,, ‘BuNH, E OH K,COj, K F (g o
TOernO, CH20|2 acetona F ©
-30°Ca-78°Cata, 6h Br 55°C, 4 h Br
55 (91%) 56 (90%) 57
PA(OAG), NaBH5CN
xantphos ‘BuONa F NH, CHsCO-NH,
] ]% F o)
Tolueno MeOH
100 °C, 14 h ta., 14 h
(84%) Br (55%)
(£)-42e 58

Esquema 102. Sintesis de la benzoxazina racémica 42e a partir del
correspondiente fenol 55.
Nuevamente, no fue posible disefiar un programa de temperatura
adecuado para la medida de los excesos enantioméricos de 58
empleando columnas quirales en CG, por lo que se derivatizdé in situ

generando la acetamida 59 (Esquema 103).
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Hy NHz  Ac,0, DMAP Hy NHAc
o) - . o)
AcOEt
Br in situ Br
(+)-58 (+)-59

Esquema 103. Preparacién in situ de la acetamida 59 para la medida de los
excesos enantioméricos.

A continuacién, en los estudios de transaminacién enzimética la
enzima comercial ATA-256, destacé notablemente frente al resto de
transaminasas probadas, catalizando la formacién de la amina (5-58
enantiopura en una extension del 99%. La reaccion se efectud a escala
preparativa (50 mg), aisldandose la amina (S)-58 con un 61% de

rendimiento y >99% ee.

NH,
1M), PLP (1 mM 5
. o AL (M,PLP(1mw) .
NH,
F\C[o F\©i0
-
Br ATA-256, DMSO (2.5%) Br

tampon KPi pH 7.5

57 30 °C, 250 rpm, 24 h (S)-58
99% ¢ 61%
>99% ee

Esquema 104. Transaminaciéon de 56 catalizada por la ATA-256 en tampon KPi
100 mM a pH 7.5.
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Conclusiones

v" Se han diseiiado hasta cuatro rutas quimioenzimaticas
alternativas para la sintesis de una familia de benzoxazinas. En todas
ellas se han alcanzado valores excelentes de estereoselectividad, con
conversiones de buenas a excelentes segin el tipo de proceso y la
sustitucién del anillo aromatico en la benzoxazina considerada.

v Asi, se han empleado lipasas para la acilacién y el proceso
complementario de hidrélisis de una serie de nitroalcoholes y acetatos
funcionalizados, obteniéndose conversiones cercanas a la ideal del 50%
para todos los sustratos y muy buenas enantioselectividades,
especialmente en las hidrélisis enzimaticas.

v' Alternativamente, se ha estudiado la biorreduccién de las
cetonas precursoras, un proceso que ha transcurrido con conversiones
cuantitativas y completa estereoselectividad. El empleo de alcohol
deshidrogenasas de preferencia Prelog y anti-Prelog ha permitido aislar
ambos enantiémeros de las benzoxazinas finales en seis pasos de
reaccion con buenos rendimientos.

v" Por ultimo, la transaminacién de una familia de bromocetonas
precursoras utilizando ®-TAs de estereopreferencia opuesta ha dado
lugar a distintas bromoaminas sustituidas enantiopuras. Las
benzoxazinas de interés se han obtenido en tres o cuatro pasos de
reaccion en funcién de la disponibilidad comercial de los bromofenoles
precursores.

v' Todas las estrategias quimioenzimaticas han sido aplicadas a la
preparacién de un precursor del farmaco levofloxacino, que presenta
actividad antibacteriana.

R® 3 % . *
3
R2 fe) 5 R Oox R3 NH2 R OH
L= Y[R AS RN
R! NS
H

R’ NO, R Br R’ NO,
X = H, Ac
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4.10. General

La procedencia de los reactivos quimicos y enzimas es comun a lo
especificado en capitulos previos, asi como el tratamiento de los
disolventes. Adicionalmente, el MeOH y MeCN utilizados en la
optimizaciéon de la resolucién cinética enzimdatica se secaron con hidruro
calcico, mientras que el 1,4-dioxano se secé con Na, empleando como
indicador benzofenona. Todos ellos se destilaron y almacenaron bajo
atmoésfera de nitrégeno. Por su parte, no se realizaron tratamientos

previos para la acetona.

Ademaés, Novozymes doné la lipasa de Rhizomucor miehei (RM-IM,
150 IUN/g). La levadura de panaderia (tipo II de Saccharomyces
cerevisiae) procede de Sigma-Aldrich. La ADH de Lactobacillus Kefir
(ADH-LK, 0.42 U/mg) se compré a Fluka, y la evo-1.1.200 (17.6 U/mg) a
evocatal GmbH. Codexis Inc suministré6 tanto las alcohol
deshidrogenasas de Candida parapsilosis (ADH-CP, 30 U/mL) y
Lactobacillus brevis (ADH-LB, 780 U/mL), como las transaminasas
comerciales utilizadas en la transaminacién de las bromocetonas (ATA-

xxx) y los respectivos preparados para la regeneracién de los cofactores.

El Profesor Wolfgang Kroutil de la Universidad de Graz cedi6 las
cepas de la alcohol deshidrogenasa ADH-A y las transaminasas Vibrio
fluvialis y su mutante, Chromobacterium violaceum, Arthrobacter
species y Aspergillus terreus, que se sobreexpresaron en células de £

coli'y se almacenaron a 4 °C.

4.11. Técnicas de Anélisis

Las técnicas de cromatografia en gel de silice, espectroscopia IR,
RMN, HRMS, cromatografia de gases, punto de fusién y rotacién dptica

especifica se realizaron segtin lo descrito en los capitulos previos.

En la cromatografia en gel de silice, adicionalmente al revelador de

KMnO4 se utilizaron una disolucién formada por etanol (93%), acido
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acético glacial (1%), 4cido sulftrico fumante (3.5%) y pranisaldehido

(2.5%), y una disolucién de ninhidrina en etanol.

4.11.1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Las especificaciones para la adquisicién de los cromatogramas de
HPLC convergen con las de los Capitulos 1 y 2. Las condiciones y los
tiempos de retenciéon de los distintos intermedios quirales que

participan en la sintesis de benzoxazinas se recogen en las Tabla 30-34.

Tabla 30. Separacién analitica por HPLC de los nitroalcoholes 43a-e.

N N g
o, L O O, L,

(%)- 43a (£)-43b (£)-43c (£)-43d (£)-43e

Compuesto Columna Eluyente tg (min)b Rs
(n-hexano/2-propanol)®

43a IA 90:10 14.7 (R)y 19.1 (S) 3.8

43b IA 90:10 14.8 (R)y 17.3 (S) 2.6

43c IA 90:10 18.3 (R)y 22.2 (S) 3.0

43d IA 90:10 13.1(R)y 19.0(S) 5.1

43e IA 90:10 64.7 (R) y 84.8 (S) 4.8

Tabla 31. Separacién analitica por HPLC de los aminoalcoholes 44a-e.

N Vg
oC Or L CL "L,

(+)-44a ()-44b (%)-44c ()-44d (t)-44e

Compuesto Columna Eluyente tg (min)b Rs
(n-hexano/2-propanol)®

44a IC 80:20 12.7 (R) y 15.0 (S) 3.0

44b IA 90:10 25.7 (R)y 28.9 (S) 1.9

44c IC 80:20 26.9 (R) y 33.2(S) 3.5

aad IC 80:20 14.3 (R) y 17.7 (S) 3.6

44e 0J-H 90:10 15.9 (S)y 21.1 (R) 4.2

a Todos los andlisis se efectuaron con un flujo de 0.8 mL/min a 30 °C.
b Se destaca en negrita el enantiémero mayoritario obtenido tras la transformacién
enzimatica.
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¢ Factor de resolucién: Rs= 2x[-(.9)- tr(R)]/wo1(S)+wp2(R)

Tabla 32. Separacién analitica por HPLC de las sulfonamidas 45a-e.

o e e
o o, T L

(x)-45a (£)-45b (+)-45¢ )-4 (£)-45e

Compuesto Columna Eluyente tz (min)® RS
(n-hexano/2-propanol)®

45a IC 70:30 16.7 (S)y 21.9 (R) 43

4asb IC 80:20 16.8 (S) y 20.8 (R) 3.0

45c¢ IC 80:20 38.4(S)y 44.9 (R) 2.3

45d IC 80:20 32.3(S)y46.3 (R) 5.2

45e IC 90:10 23.2(S)y 25.4 (R) 1.5

Tabla 33. Separacién analitica por HPLC de las benzoxazinas tosiladas 46a-e y
de las benzoxazinas 42a y 42e.

S O O T ij

(+)-46a ()-46b (+)-46¢ ()-46d (£)- 46e
o F
COL O
N L
N
H H
(+)-42a (£)-42e
Compuesto Columna Eluyente tz (min)° RS
(n-hexano/2-propanol)®
46a OJ-H 90:10 16.6 (R)y 19.8(S) 2.1
46b OJ-H 90:10 15.7 (S) y 20.7 (R) 3.7
46¢ OJ-H 90:10 20.7 (R) y 26.2 (S) 2.8
46d OJ-H 90:10 149 (R)y 17.9(S) 1.5
46e OJ-H 90:10 17.1 (R)y 20.5 (S) 1.6
42a OJ-H 90:10 18.2(S)y22.6(R) 35
42e OJ-H 95:5 24.4(5)y26.7(R) 1.1

a Todos los andlisis se efectuaron con un flujo de 0.8 mL/min a 30 °C.
b Se destaca en negrita el enantiémero mayoritario obtenido tras la transformacién
enzimatica.

¢ Factor de resolucién: Rs= 2x[¢r(9)- ta(R)]/wb1(S)+wna(FK)
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Tabla 34. Separacién analitica por HPLC de los acetatos 47a-e.

A«OAC Hm %OAC AOAC e rone
L, L, WO L,

(£)-47a (£)-47b (£)-47c +)-47d (x)-47e

Compuesto Columna Eluyente tg (min)® RS
(n-hexano/2-propanol)®

47a IA 90:10 9.0(R)y 9.6 (S) 1.0

47b IA 90:10 8.6 (R)y 9.5 (S) 1.5

47c IA 90:10 10.5 (R) y 11.2 (S) 1.1

47d IA 97:3 13.7 (R)y 14.6 (S) 1.0

47e 1A 98:2 13.8 (R) y 15.3 (S) 1.8

a Todos los andlisis se efectuaron con un flujo de 0.8 mL/min a 30 °C.
b Se destaca en negrita el enantidmero mayoritario obtenido tras la transformacién
enzimatica.
¢ Factor de resolucién: Rs= 2x[£(.9)- tr(B)]/wi1(S)+wna(F)

Ademas, la bromoamina 52e se separd en la columna ADH con una
proporciéon n-hexano/2-propanol 90:10, un flujo de 0.8 mL/min a 30 °C,

reteniéndose los enantiémeros a 20.2 (B) y 25.36 (.S min.

4.11.2. Cromatografia de Gases (CG)

La cromatografia de gases se realizé segun lo descrito en el Capitulo
1, con el uso adicional de la columna de relleno quiral CP-Chiralsil-Dex
CB (25 m x 0.32 mm x 0.25 pm) para la medida de los excesos
enantioméricos de las acetamidas bromadas. Las condiciones y tiempos

de retencién se recogen en las Tablas 35-37.

Tabla 35. Separacién analitica por CG en columnas aquirales de las cetonas
5la-e y 56.

N
@g@ﬁu&@ﬁ

1c
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Compuesto Columna Programa de Temperatura® tz (min)
51a HP-1 100/0/10/200/0 6.2
51b HP-1 100/0/10/200/0 5.9
51c HP-1 100/0/10/200/0 7.4
51d HP-1 100/0/10/200/0 8.8
51e HP-1 130/0/10/230/0 6.2
57 HP-1 100/0/10/200/0 5.4

Tabla 36. Separaciéon analitica por CG en columnas aquirales de las aminas
52a-e y 57.

H\NH2
NH, NH, NH, NH, L F NH,
o) 0 0 N_. O F 0
B
Br F Br Br Z B r Br
52a 52b

r OMe
52c 52d 52e 58
Compuesto Columna Programa de Temperatura® tg (min)

52a HP-1 100/0/10/200/0 5.7
52b HP-1 100/0/10/200/0 5.4
52¢ HP-1 100/0/10/200/0 6.9
52d HP-1 100/0/10/200/0 8.3
52e HP-1 130/0/10/230/0 5.6
58 HP-1 100/0/10/200/0 5.0

Tabla 37. Separacién analitica por CG en columnas quirales de las acetamidas
53a-e y 9.

’/LNHAC H\NHAC (LNHAC (LNHAC F (LNHAC
o} o} o} N_ _O F o)
L o0 L x
Br F Br Br Z B Br
53a 53b

r
53¢ 53d 59

Compuesto Columna Programa de Temperatura® tg (min)
53a ChiralSil 100/2/5/200/5 24.0y24.4
53b ChiralSil 100/2/5/200/10 23.6y24.0
53c ChiralSil 100/2/5/200/10 26.5y27.0
53d ChiralSil 100/2/10/160/5/1/200/15 49.3y50.3
59 ChiralSil 100/2/160/5/1/200/0

a'Ty (°C)//tiempo (min)//rampa (C/min)//Tf (°C)//tiempo (min).
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4.12. Procedimientos Sintéticos

4.12.1. Procedimiento General para la Sintesis de las
Nitrocetonas 41a-e

Sobre una disolucién del correspondiente nitrofenol 39a-e (3.02
mmol) en tolueno (1 mL) se afiaden, sucesivamente, cloroacetona (40,
481 plL, 6.04 mmol), bromuro de potasio (43 mg, 0.36 mmol),
hidrégenocarbonato de sodio (279 mg, 3.32 mmol) y cloruro de
tributilmetilamonio en disolucién (75% de peso en agua, 16 pL, 0.065
mmol). La mezcla se calienta a 65 °C y se agita a esa temperatura
durante 6 h, tras las cuales se afiade cloroacetona adicional (120 plL,
1.51 mmol). La reaccién se mantiene a 65 °C durante 18 h més y se para
mediante adicién de agua (1 mL). Se ajusta el pH de la mezcla con HCI
1N hasta 6.5-7 (entre 7 y 15 gotas) a 55-60 °C y se separan las fases en
un embudo de extraccion. La fase acuosa se descarta y sobre la fase
organica se afiade una disolucién al 5% de NaCl (2 mL) y se agita la
mezcla vigorosamente calentando a 55-60 °C durante 10 min.
Nuevamente, se separan las fases en un embudo de extraccién, la fase
organica se seca con Na2S0s4, se filtra y se evapora el disolvente a
presién reducida. El crudo de reaccion se lava con tolueno para asegurar
una completa eliminacion de la cloroacetona, aislandose asi las
correspondientes cetonas 41la-e sin necesidad de purificacién adicional
(84-93%)

4.12.2. Procedimiento General para la Sintesis de los
Nitroalcoholes Racémicos (+)-43a-d

Sobre una disolucién de las correspondientes cetonas 4la-d (1.00
mmol) en metanol seco (3.8 mL) se anade, borohidruro sédico (19 mg,
0.50 mmol) a 0 °C. La disolucién se agita a temperatura ambiente
durante 45 min, tras los cuales se detiene por adicién de agua (10 mL).
Se elimina el metanol por evaporacion a presion reducida y el residuo

acuoso resultante se extrae con CH2Cl: (3 x 10 mL). Las fases organicas
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se combinan, se secan con NazSOs y se evapora el disolvente a presién
reducida, obteniéndose los correspondientes nitroalcoholes 43a-d (87-
94%).

4.12.3. Sintesis del Nitroabromofenollcohol Racémico (+)-43e

Sobre una disolucién de la cetona 41e (350 mg, 1.51 mmol) en THF
seco (4.6 mL) se anade el complejo de borano de amoniaco (24 mg, 0.76
mmol) y la mezcla se agita a 30 °C. Transcurrida 1 h, la reaccién se
detiene adicionando cuidadosamente una disolucién acuosa de HC1 2 M
a 0 °C hasta alcanzar un pH &cido (pH < 3). La mezcla se extrae con
CH:Cl: (3 x 10 mL), las fases orgdnicas se combinan, se secan con
NazSO0y, se filtran y el disolvente se elimina por evaporacién a presiéon
reducida. El crudo de reaccién obtenido se purifica por cromatografia de
columna en gel de silice (10% AcOEt/hexano), aislandose el nitroalcohol

43e (78%) como un aceite ligeramente amarillo.

4.12.4. Procedimiento General para la Sintesis de los
Aminoalcoholes Racémicos y Opticamente Activos 44a-e

En un matraz que contiene una suspension de los correspondientes
nitroalcoholes 43a-e (2.50 mmol) y PtO: (150 mg, 0.66 mmol) en MeOH
seco (14 mL) se hace una atmésfera de hidrégeno conectdndole un globo
de hidrégeno previa eliminacion de la atmoésfera de aire. La reaccion se
agita a temperatura ambiente durante 14 h y se para por filtracién de la
mezcla sobre tierra diatomea. El disolvente se elimina por evaporacién a
presién reducida y el crudo resultante se purifica por cromatografia de
columna en gel de silice (mezclas AcOEt/hexano), aislandose los
correspondientes aminoalcoholes 44a-e (65-98%).

4.12.5. Procedimiento General para la Sintesis de las
Sulfonamidas Racémicas y ()pticamente Activas 45a-e

A una disolucién del correspondiente aminoalcohol 44a-e (0.54
mmol) en CH:Cl: seco (13.5 mL) se afiaden piridina (56 nL, 0.69 mmol)
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y cloruro de ptoluensulfonilo (134 mg, 0.70 mmol). La disolucién se
agita a temperatura ambiente durante 12 h, tiempo tras el cual se
observa por analisis de TLC la completa desaparicién del material de
partida. Se evapora a presion reducida practicamente la totalidad del
disolvente, y el residuo resultante se disuelve en AcOEt (20 mL) y se
lava primero con una disolucién saturada de NH4Cl (2 x 20 mL), una
disolucién acuosa de HC1 1 M (2 x 20 mL) y, finalmente, con una
disolucién saturada de NaCl (2 x 20 mL). La fase orgdnica se seca con
NazSO0y, se filtra y se concentra por evaporacién del disolvente a presién
reducida. El crudo de reaccién obtenido se purifica por columna
cromatografica de gel de silice (mezclas AcOEt/hexano), aislandose las
correspondientes sulfonamidas 45a-e (71-80%).

4.12.6. Procedimiento General para la Sintesis de las
Benzoxazinas Tosiladas Racémicas y Opticamente Activas 46a-e

Se anade trifenilfosfina (89 mg, 0.34 mmol) a una disolucién de la
correspondiente sulfonamida 45a-e (0.28 mmol) en THF seco (3.1 mL). A
continuacién, se afiade gota a gota azadicarboxilato de dietilo (53 pL,
0.34 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 2 h. El
disolvente se evapora a presion reducida hasta sequedad y el crudo
obtenido se purifica por cromatografia de columna en gel de silice
(mezclas  AcOEt/hexano), obteniéndose las  correspondientes
benzoxazinas tosiladas 46a-e (94-100%).

4.12.7. Procedimiento General para la Sintesis de los Acetatos
Racémicos 47a-e

A una disolucién del correspondiente alcohol 43a-e (0.47 mmol) en
CH:Cl: seco (3.2 ml) se afaden, sucesivamente, 4-(N,N
dimetilamino)piridina (12 mg, 0.10 mmol), trietilamina (198 pL, 1.42
mmol) y anhidrido acético (90 pL, 0.95 mmol). La reaccién se agita a
temperatura ambiente durante 30 min, tras los cuales se evapora el

disolvente a presion reducida. El crudo se purifica por cromatografia de
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columna en gel de silice (mezclas AcOEt/hexano), obteniéndose los
correspondientes acetatos 47a-e (88-94%).

4.12.8. Procedimiento General para la Sintesis de las
Benzoxazinas Racémicas y ()pticamente Activas 42a y 42e

Sobre una disolucién de la correspondiente benzoxazina tosilada
46a o 46e (0.18 mmol) en MeOH seco se afiade el magnesio en forma de
virutas (22 mg, 0.88 mmol). La mezcla se agita a reflujo del disolvente
durante 2 h, completandose tras ese tiempo la desprotecciéon del grupo
tosilo. La mezcla se lleva a sequedad por evaporacion del disolvente a
presién reducida y el crudo obtenido se purifica por cromatografia de
columna en gel de silice (10% AcOEt/hexano), aislandose las

correspondientes benzoxazinas 42a y 42e (79-86%).

4.12.9. Biorreduccién de 1-(2-Nitrofenoxi)propan-2-ona (41a) con
ADH-LK

En un tubo de microcentrifuga o tubo eppendorf que contiene la
cetona 4la (2.3 mg, 0.012 mmol) en una solucién tampén Tris -HCl 50
mM pH 7.5 (450 pl) se afiaden, sucesivamente, glucosa-6-fosfato (40
pL), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (3 U, 10 pL), una disolucién 10
mM de NADPH en tampén Tris HCl 50 mM pH 7.5 (50 nL) y ADH-LK
(3 U, 2 mg). La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h, tras las
cuales se extrae con AcOEt (2 x 500 pL) y las fases orgénicas se secan
con Na2S0O4. El crudo de reaccidén se analiza mediante espectroscopia de
RMN para calcular la conversiéon y de HPLC para calcular el exceso

enantiomérico.

4.12.10. Biorreduccién de 1-(2-Nitrofenoxi)propan-2-ona (41a) con
ADH-CP

En un tubo de microcentrifuga que contiene la cetona 41a (2.3 mg,
0.012 mmol) en una solucién tampén Tris HCl 50 mM pH 7.5 (450 pL)

se afiaden, sucesivamente, 2-propanol (25 pL), una disolucién 10 mM de
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NADH en tampén Tris ‘HC1 50 mM pH 7.5 (50 uL) y ADH-CP (3 U, 7.5
pL). La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h, tras las cuales
se extrae con AcOEt (2 x 500 pL) y las fases orgdnicas se secan con
Na2SOs. El crudo de reaccidon se analiza mediante espectroscopia de
RMN para calcular la conversiéon y de HPLC para calcular el exceso

enantiomérico.

4.12.11. Biorreduccién de 1-(2-Nitrofenoxi)propan-2-ona (41a) con
Levadura de Panaderia (BY)

A una disolucién de glucosa (165 mg) en H20 (11 mL) se afiade la
levadura de panaderia (1.3 g) y la suspensién resultante se agita a 30 °C
y 250 rpm durante 15 min. Transcurrido ese tiempo, se anade la cetona
41la (33 mg, 0.17 mmol) y la suspensién se agita en las mismas
condiciones de 30 °C y 250 rpm durante 24 h. La reaccién se centrifuga y
el sobrenadante se extrae con AcOEt (3 x 20 mL). Las fases organicas se
combinan, se secan con Na2SQOs, se filtran y el disolvente se evapora a
presiéon reducida, analizdndose el crudo de reaccibn mediante
espectroscopia de RMN para calcular la conversion y de HPLC para

calcular el exceso enantiomérico.

4.12.12. Procedimiento General para la Biorreduccién de las
Cetonas 41a-e con ADH-LB

En un tubo de microcentrifuga que contiene las cetonas 41a-e (0.018
mmol) y 2-propanol (38 nL)) en una solucién tampén Tris HC1 50 mM pH
7.5 (555 pL) se afiaden, sucesivamente, una disolucién 10 mM de MgCls
(75 pL), una disolucién 10 mM de NADPH en tampén Tris HCl 50 mM
pH 7.5 (75 uL) y ADH-LB (4.5 U, 15 puL). La mezcla se agita a 30 °C y
250 rpm durante 24 h, tras las cuales se extrae con AcOEt (2 x 500 pL).
Las fases organicas se combinan y se secan con Na2SQ4, analizandose el
crudo de reaccién mediante espectroscopia de RMN para calcular la
conversion y de HPLC para calcular el exceso enantiomérico.
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4.12.13. Procedimiento General para la Biorreduccién de las
Cetonas 41a-e con ADH-A

En un tubo de microcentrifuga que contiene las cetonas 41a-e (0.012
mmol) y 2-propanol (25 nL) en una solucién tampén Tris ‘HC1 50 mM pH
7.5 (425 pL) se afiaden, sucesivamente, una disolucién 10 mM de NADH
en tampén Tris HCI 50 mM pH 7.5 (50 uL) y células de E. col/ADH-A
(15 mg). La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h, tras las
cuales se extrae con AcOEt (2 x 500 pL). Las fases organicas se
combinan, se secan con Na2SOs y el crudo de reaccién se analiza
mediante espectroscopia de RMN para calcular la conversiéon y de HPLC

para calcular el exceso enantiomérico.

4.12.14. Procedimiento General para la Biorreduccién de las
Cetonas 41a-e con evo-1.1.200

En un tubo de microcentrifuga que contiene las cetonas 41a-e (0.015
mmol) y 2-propanol (25 nL) en una solucién tampén Tris HC1 50 mM pH
7.5 (400 nL) se afiaden, sucesivamente, una disolucién 10 mM de MgCl.
en tampén Tris HCl 50 mM pH 7.5 (60 uL), una disolucién 10 mM de
NADH en tampén Tris HCl 50 mM pH 7.5 (60 uL) y evo-1.1.200 (60 nL
de una disoluciéon compuesta por 1 mg de evo-1.1.200 pura en 760 pL de
tampoén Tris -HCI 50 mM pH 7.5 y 240 tampén Tris -HCI 50 mM pH 7.5
de una disolucién 10 mM de MgCl: en tampén Tris ‘HC1 50 mM pH 7.5).
La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h, tras las cuales se
extrae con AcOEt (2 x 500 pL). Las fases orgdnicas se combinan, se
secan con Na2S04 y el crudo de reaccién se analiza mediante el empleo
de la técnica de GC para calcular la conversién y de HPLC para calcular
el exceso enantiomérico. En el caso particular de la cetona 4le se
obtuvieron mejores resultados a pHs ligeramente 4&cidos (6-6.5),
suprimiéndose por completo la presencia del producto secundario 49 a
un pH éptimo de 6.
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4.12.15. Procedimiento General para el Escalado de la
Biorreduccién de las Cetonas 41a-e con ADH-A

Las células de E. colifADH-A (relacién 20:1 en peso entre
cetona/crudo de enzima) se rehidratan en una solucién tampén Tris ‘HCI
50 mM pH 7.5 (22 mL) mediante agitacién de la mezcla a 30 °C y 250
rpm durante 5 min. Tras el tiempo de rehidratacion se afaden,
sucesivamente, la correspondiente cetona 4la-e (0.094 mmol), 2-
propanol (1.5 mL) y NADH (10 mg). La suspensién se agita a 30 °C y
250 rpm hasta que se concluye por analisis de TLC que se ha consumido
todo el material de partida (24 h). La mezcla se extrae, entonces, con
AcOEt (3 x 20 mL), las fases orgdnicas se combinan, se secan con
Na2S0y4, se filtran y el disolvente se elimina por evaporaciéon a presion
reducida, obteniéndose los correspondientes alcoholes (5)-43a-e (85-93%,

>99% ee) sin necesidad de purificacién adicional.

4.12.16. Procedimiento General para el Escalado de 1la
Biorreduccidén de las Cetonas 41a-e con evo-1.1.200

A una suspensién de la correspondiente cetona 4la-e (0.15 mmol) en
una mezcla 2-propanol (250 pL) y una suspensién tampén Tris HCl
50 mM pH 7.5 (4 mL) se afiaden, sucesivamente, una disolucién 10 mM
de MgCl: en tampén Tris - HCI 50 mM pH 7.5 (600 nL), una disolucién
10 mM de NADH en tampén Tris ‘HC1 50 mM pH 7.5 (600 pL) y evo-
1.1.200 (600 pL de una disolucién compuesta por 1 mg de evo-1-1-200
pura en 760 pLi de tampén Tris-HCI 50 mM pH 7.5 y 240 pL de una
disolucién 10 mM de MgCl: en tampén Tris HCl 50 mM pH 7.5). La
reaccion se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h. La mezcla se extrae
con AcOEt (3 x 10 mL), las fases orgéanicas se combinan, se secan con
Na2S0y, se filtran y el disolvente se elimina por evaporaciéon a presion
reducida, obteniéndose los correspondientes alcoholes (/)-43a-e (78-
99%, >99% ee) sin necesidad de purificacién adicional. Como se ha

mencionado anteriormente, para la cetona 4le se obtuvieron mejores
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resultados a pHs ligeramente 4cidos (6-6.5), suprimiéndose por completo
la presencia del producto secundario 49 a un pH 6ptimo de 6.

4.12.17. Procedimiento General para la Resoluciéon Cinética
Enzimatica por Acilacién de los Alcoholes Racémicos 43a-e

A una suspensién del correspondiente alcohol racémico 43a-e (0.51
mmol) y RML-IM (relacién 1:1 en peso entre alcohol/enzima) en TBME
seco (5.1 mL) se afiade, bajo atmésfera de nitrégeno, acetato de vinilo
(140 pL, 1.52 mmol). La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm el tiempo
necesario para conseguir una buena resolucién cinética (ver Tabla 23).
El seguimiento de la reaccién por HPLC permite definir el momento en
el que se alcanzan conversiones cercanas al 50%, momento en el cual la
enzima se filtra, se lava con CHzClz (3 x 5 mL) y el disolvente se evapora
a presién reducida. El crudo de reaccién se purifica por cromatografia de
columna en gel de silice (eluyente: gradientes 20-40% AcOEt/hexano),
obteniéndose los correspondientes acetatos (£)-47a-e y alcoholes (.9)-43a-

e 6pticamente activos (ver Tabla 23).

4.12.18. Procedimiento General para la Resoluciéon Cinética
Enzimatica por Hidrdlisis de los Acetatos Racémicos 47a-e

A una suspensién del correspondiente acetato racémico 47a-e (0.43
mmol) y RML-IM (relacién 1:1 en peso entre alcohol/enzima) en TBME
(4.3 mL) se le afiade H20 (39 uL, 2.16 mmol). La mezcla se agita a 30 °C
y 250 rpm el tiempo necesario para conseguir una buena resolucién
cinética (ver Tabla 24). El seguimiento de la reaccién por HPLC permite
definir el momento en el que se alcanzan conversiones cercanas al 50%,
momento en el cual la enzima se filtra, se lava con CH2Cl: (3 x 5 mL) y
el disolvente se evapora a presion reducida. El crudo de reaccion se
purifica por cromatografia de columna en gel de silice (eluyente:
gradientes 20-40% AcOEt/hexano), obteniéndose los correspondientes
alcoholes (/)-43a-e y acetatos(S)-47a-e épticamente activos (ver Tabla
24).
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4.12.19. Sintesis del Bromofenol 50e

En un matraz schlenk o bulbo se disuelve, bajo atmoédsfera de
nitrégeno, el 3-metoxifenol (53, 500 pL, 4.55 mmol) en CH2Cl: seco (90
mlL) y se afiade, de una vez, la MN-bromosuccinimida (811 mg, 4.55
mmol). La reaccién se agita a temperatura ambiente durante 2 h. La
meszcla se lava con H20 (30 mL), la fase orgdnica se seca con Na2SO4, se
filtra y el disolvente se evapora a presién reducida. El crudo de reaccion
obtenido se purifica por cromatografia de columna en gel de silice (10%
Et2:O/hexano), aisldndose el bromofenol 50e con un 75% de

rendimiento.203

4.12.20. Sintesis del Bromofenol 56

En un matraz schlenk o bulbo se disuelve, bajo atmésfera de argon,
la ‘BuNH: (485 pL, 4.61 mmol) en tolueno seco (5.8 mL). La disolucién
se enfria hasta -30 °C y se anade Brs (119 pL, 2.31 mmol) gota a gota
durante 3 min, formandose una disolucién amarilla. La mezcla se enfria
hasta -78 °C y, tras 10 min a esa temperatura, se afiade, gota a gota y
durante 5 min de adicién, una disolucién del 2,3-difluorofenol (55, 300
mg, 2.31 mmol) en CH:2Cl: seco (0.6 mL). Se deja que la reaccién vaya
alcanzando temperatura ambiente poco a poco (4 h) y, entonces, se agita
a a esa temperatura durante 1.5 h adicionales. La mezcla se diluye con
AcOEt (10 mL), se lava con HC1 1 M (2 x 10 mL), las fases orgénicas se
juntan, se secan con Na2SQOs, se filtran y el disolvente se evapora a
presion reducida. El crudo de reaccion obtenido se purifica por
cromatografia de columna en gel de silice, obteniéndose el bromofenol
56 con un rendimiento del 91%.194

4.12.21. Procedimiento General para la Sintesis de las
Bromocetonas 51a-e y 57

En un matraz de boca redonda se introducen carbonato de potasio
(238 mg, 1.72 mmol), yoduro de potasio (12 mg, 0.25 mmol), el
correspondiente bromofenol 50a-e o 56 (0.86 mmol) y acetona (3 mL). A
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la suspensién resultante se le ainade cloroacetona (82 pL, 1.03 mmol) y
la mezcla se calienta a reflujo durante 2 h. Tras dejar el matraz
alcanzar temperatura ambiente, la reaccién se vuelca sobre H20 (5 mL)
y se extrae con Et20 (4 x 10 mL). Las fases orgénicas se combinan, se
lavan con H20 (20 mL) y se secan con Na2SO4. El disolvente se evapora
a presiéon reducida obteniéndose las correspondientes bromocetonas 51a-
e y 57 sin necesidad de purificacién adicional (83-97%). Cabe
puntualizar que en el caso de la cetona 51d fue necesario realizar la
extraccién en continuo, para lo que se empleé AcOEt como disolvente
(100 mL).

4.12.22. Procedimiento General para la Sintesis de las
Bromoaminas Racémicas 52a-e y 58

En un matraz schlenk o bulbo se disuelve, bajo atmoésfera de
nitrégeno, la correspondiente bromocetona 5la-e o 57 (0.43 mmol) en
MeOH seco (1.4 mL) y se afiaden, sucesivamente, acetato de amonio
(335 mg, 4.34 mmol) y cianoborohidruro de sodio (55 mg, 0.87 mmol). La
mezcla se agita a temperatura ambiente durante 14 h, tras las cuales el
disolvente se evapora a presion reducida. El crudo de reaccién obtenido
se purifica por cromatografia de columna en gel de silice (10%
MeOH/CH2Cls) aislandose las correspondientes aminas racémicas 52a-e
y 58 (%).

4.12.23. Procedimiento General para la Sintesis de las
Benzoxazinas Racémicas o Enantiopuras 42a-c y 42e a Partir de
las Bromoaminas 52a-c y 57

La sintesis de las benzoxazinas racémicas 42a-c se llevd a cabo en
un tubo Young bajo atmoésfera de argdén siguiendo el procedimiento

descrito en la bibliografia para el sustrato 42e.194
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4.12.24. Procedimiento General para la Transaminaciéon de las
Cetonas 5la-f Empleando el Sistema de Regeneracién de la
Alanina Deshidrogenasa

En un tubo de microcentrifuga que contiene una suspensién de las
cetonas H5la-f (0.05 mmol, 50 mM) en una disolucién tampén de fosfatos
100 mM pH 7.5 (440 pL) se afiaden sucesivamente formiato de amonio
(100 pL de una disolucién 1.5 M en tampén de fosfatos 100 mM pH 7.5;
150 mM de concentracién final), L- o D-alanina (250 pL de una
disolucién 1 M en tampén de fosfatos 100 mM pH 7.5; 250 mM de
concentracién final), NAD* (100 pL de una disolucién 10 mM en tampén
de fosfatos 100 mM pH 7.5; 1 mM de concentracién final), PLP (100 pL
de una disolucién 10 mM en tampén de fosfatos 100 mM pH 7.5; 1 mM
de concentracién final), las células de E. coliw-TAs (20 mg), FDH (2.6
mg, 11 U) y AlaDH (10 pL). La mezcla resultante se agita a 30 °C y 250
rpm durante 24 h. La reaccién se detiene anadiendo una disolucién
acuosa de NaOH 4 M (400 L), se extrae con AcOEt (3 x 500 pL), las
fases organicas se combinan y se secan con NazSQOu4. El crudo de reaccion
se analiza mediante el empleo de la técnica de CG para calcular la

conversion y, tras una derivatizacién 1n situ, el exceso enantiomérico.

4.12.25. Procedimiento General para la Transaminaciéon de las
Cetonas 51a-f Empleando Isopropilamina

En un tubo de microcentrifuga se suspenden las ©-TAs (2 mg) en
una disolucién tampén de fosfatos de potasio 100 mM pH 7.5 (500 pL)
en la que estan integrados el PLP (1 mM) y la isopropilamina (1 M). Se
afiaden entonces las cetonas 51a-f (0.025 mmol, 50 mM) disueltas en el
DMSO (12.5 nL) y la mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h. La
reaccién se detiene afnadiendo una disolucién acuosa de NaOH 4 M (200
pL), se extrae con AcOEt (3 x 500 pL), las fases orgdnicas se combinan y
se secan con Na2SO.. El crudo de reaccion se analiza mediante el empleo
de la técnica de CG para calcular la conversidon y, tras una

derivatizacién in situ, el exceso enantiomérico.
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4.12.26. Procedimiento General para la Transaminacién de las
Cetonas 5la-f Empleando el Sistema de Regeneracién de la
Lactato Deshidrogenasa

En un tubo de microcentrifuga que contiene una suspensioén de las
©-TAs comerciales (2 mg) en una disolucién tampén de fosfatos 100 mM
pH 7.5 (500 nL) en la que estd integrados el PLP (1 mM) se afiaden
sucesivamente las cetonas 5la-f (0.025 mmol, 50 mM) disueltas en
DMSO (12.5 pL), L- o D-alanina (2.5 mg) y el preparado PRM-102 (15
mg). La mezcla resultante se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h. La
reaccién se detiene afiadiendo una disolucién acuosa de NaOH 4 M (200
pL), se extrae con AcOEt (3 x 500 pL), las fases organicas se combinan y
se secan con Na2SO4. El crudo de reaccion se analiza mediante el empleo
de la técnica de CG para calcular la conversion y, tras una

derivatizacién in situ, el exceso enantiomérico.

4.12.27. Procedimiento General para el Escalado de 1la
Transaminacion de las Cetonas 51a-f Empleando Isopropilamina

En un tubo falcon se suspenden las ©-TAs (35 mg) en una disolucién
tampén de fosfatos 100 mM pH 7.5 (8.8 mL) en la que est4dn integrados
el PLP (1 mM) y la isopropilamina (1 M). Se afnaden entonces las
cetonas 51a o 51b (0.44 mmol, 50 mM) disueltas en el EtOH (220 pL) y
la mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm durante 24 h. La reaccién se
detiene anadiendo una disolucién acuosa de NaOH 4 M (2 mL), se
extrae con AcOEt (3 x 15 mL), las fases orgdnicas se combinan, se secan
con Na2SOy, se filtran y el disolvente se evapora a presion reducida. El
crudo de reaccién se purifica por cromatografia de columna en gel de
silice (mezclas CH:Clo/MeOH), aisldndose las aminas 52a y 52b
enantiopuras (60-66%).
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4.13. Datos Experimentales

1-(2-Nitrofenoxi)propan-2-ona (41a)
Férmula empirica: CoHoNO4
Aspecto Fisico: Solido blanco
Rendimiento: 93%
R: (40% AcOEt/hexano): 0.31
Peso Molecular: 195.17 g/mol Pf: 68-70 °C

IR (KBr): v 3055, 2987, 2306, 1739, 1724, 1608, 1528, 1357, 1166, 1052,
860 cm!

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.35 (s, 3H, Ho), 4.62 (s, 2H, H7), 6.94
(dd, 3un = 8.4 Hz, */un = 0.9 Hz, 1H, He), 7.03-7.10 (m, 1H, Hs), 7.53
(ddd, 3fun = 8.6, 7.5 Hz, */un = 1.7 Hz, 1H, Hs), 7.87 (dd, 3un = 8.1 Hz,
4Jun = 1.6 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 27.0 (CHs, Co), 73.8 (CH2, C7), 114.7 (CH,
Ce), 121.7 (CH, Cs), 126.1 (CH, Cs), 134.4 (CH, Cs), 140.1 (C, C9), 151.1
(C, C1), 204.4 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z2 (CoHoNNaOs)* (M+Na)*: calculada 218.0424,
encontrada: 218.0402

1-(4-Fluoro-2-nitrofenoxi)propan-2-ona (41b)
Férmula empirica: CoHsFNO4
Aspecto Fisico: Sélido amarillento
Rendimiento: 92%

R: (40% AcOEt/hexano): 0.21

Peso Molecular: 213.16 g/mol Pf: 82-83 °C

IR (KBr): v 3055, 2987, 2343, 1739, 1740, 1723, 1538, 1498, 1420, 1360,
1204, 1049, 815 cm'?

1H-RMN (CDCls, 400.13 MHz): § 2.33 (s, 3H, Ho), 4.62 (s, 2H, H7), 6.96
(dd, 3un = 9.2 Hz, 4 = 4.2 Hz, 1H, He), 7.28 (ddd, 3Jun = 9.3 Hz, 3/n
= 7.4 Hz, *Jun = 3.1 Hz, 1H, Hs), 7.63 (dd, 3 =7.7 Hz, *Jun = 3.1 Hz,
1H, Hs) ppm
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13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): § 26.9 (CHs, Co), 74.6 (CHz, C7), 113.4 (d,
2Jrc = 27.5 Hz, CH, Cs), 116.7 (d, 3Jrc = 7.8 Hz, CH, Ce¢), 121.4 (d, 2Jrc =
23.0 Hz, CH, Cs), 139.9 (d, 3Jrc = 6.8 Hz, C, C2), 147.8 (C, C1), 156.1 (d,
lJpc = 245.6 Hz, C, Cs), 204.0 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*Y, m/z (CoHsFNNaO4)* (M+Na)*: calculada 236.0330,
encontrada: 236.0335

1-(4-Metoxi-2-nitrofenoxi)propan-2-ona (41c)

Férmula empirica: Ci0H11NOs
7% o Aspecto Fisico: Sé6lido amarillento
0
J@E Rendimiento: 85%
10
MeO™ 2 NG, R: (40% AcOEt/hexano): 0.38
Peso Molecular: 225.20 g/mol Pf: 80-81 °C

IR (KBr): v 3055, 2987, 2348, 1739, 1718, 1534, 1499, 1430, 1360, 1224,
1052, 1035, 896, 811 cm'!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6 2.31 (s, 3H, Hy), 3.80 (s, 3H, Hio), 4.57
(s, 2H, H7), 6.92 (d, 3Jun = 9.2 Hz, 1H, He), 7.07 (dd, 3un = 9.1 Hz, “fun
= 3.1 Hz, 1H, H»), 7.39 (d, */un = 3.1 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 27.0 (CHs, Co), 56.3 (CHs, Ci0), 75.1
(CHs, C7), 110.4 (CH, Cs), 117.2 (CH, Ce), 121.0 (CH, Cs), 140.4 (C, Cy),
145.5 (C, C1), 154.1 (C, Cs), 204.9 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (Ci0H1:1NNaOs* (M+Na)*: calculada 248.0529,
encontrada: 248.0540

1-(5-Metil-2-nitrofenoxi)propan-2-ona (41d)
Férmula empirica: CioH1:NO4
Aspecto Fisico: Sélido amarillento
Rendimiento: 84%

R (40% AcOEt/hexano): 0.41

Peso Molecular: 209.20 g/mol Pf: 98-99 °C

IR (KBr): v 3056, 1724, 1723, 1608, 1521, 1419, 1348, 1179, 1097, 1051,
896, 820 cm™
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IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.37 (s, 3H, Ho), 2.41 (s, 3H, H1o), 4.60
(s, 2H, H»), 6.73 (s, 1H, He), 6.90 (d, 3un = 8.3 Hz, 1H, Hy4), 7.85 (d, 3/un
= 8.3 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 21.8 (CHs, Ci0), 26.8 (CHs, Co), 73.7
(CHgz, C7), 115.2 (CH, Ce), 122.2 (CH, C4), 126.1 (CH, C3), 137.4 (C, C2),
146.3 (C, Cs), 151.2 (C, C1), 204.4 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (Ci0HiiNNaOs)* (M+Na)*: calculada 232.0580,
encontrada: 232.0581

1-(2,3-Difluoro-6-nitrofenoxi)propan-2-ona (41e)
Férmula empirica: CoH7F2NO4
Aspecto Fisico: Sélido amarillento
Rendimiento: 85%

R: (40% AcOEt/hexano): 0.69

Peso Molecular: 231.15 g/mol Pf: 43-45°C

IR (KBr): v 3056, 1724, 1723, 1608, 1521, 1419, 1348, 1179, 1097, 1051,
896, 820 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.32 (s, 3H, Ho), 4.80 (d, 5/mn = 1.3 Hz,
2H, H7), 7.05 (ddd, 3Juu = 9.3 Hz, 3Ju = 8.8 Hz, “Jeu = 7.2 Hz, 1H, Hy),
7.72 (ddd, 3Jun = 9.4 Hz, 4fru = 5.2, 5Jru = 2.4 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 26.4 (CHs, Co), 78.1 (d, *Jrc = 5.3 Hz,
CHz, C7), 111.7 (d, 2Jrc = 19.3 Hz, CH, Ca), 120.8 (dd, 3rc = 9.0 Hz, *Jrc
= 4.0 Hz, CH, Cs), 140.0 (d, 3#c = 3.7 Hz, C, Ce), 142.6 (dd, 2Jrc = 10.9
Hz, 3Jrc = 2.9 Hz, C, C1), 144.7 (dd, Jrc = 252.9 Hz, 2Jrc = 14.7 Hz, C,
C2), 154.1 (dd, 'Jic = 259.6 Hz, 2Jkc = 11.6 Hz, C, Cs), 203.0 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z) (CoH7F2:NNaOs)* (M+Na)*: calculada 254.0235,
encontrada: 254.0249
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1-(2-Nitrofenoxi)propan-2-ol (43a)
Férmula empirica: CoH11NO4
Aspecto Fisico: Aceite amarillento
Rendimiento: 87%
R: (40% AcOEt/hexano): 0.19
Peso Molecular: 197.19 g/mol

IR (NaCl): v 3586, 3440, 3055, 2985, 2937, 2307, 1609, 1526, 1354, 1166,
1020, 860 cm™

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.25 (d, 3un = 6.4 Hz, 3H, Ho), 3.03
(sa, 1H, OH), 3.88 (dd, 2Jun = 8.9 Hz, 3Jun = 7.5 Hz, 1H, H»), 4.07 (dd,
2Jun = 9.0 Hz, 3Jun = 3.1 Hz, 1H, H7), 4.12-4.24 (m, 1H, Hs), 6.98-7.15
(m, 2H, H, Hes y H4), 7.46-7.61 (m, 1H, Hs), 7.80 (dd, 3Jun = 8.0 Hz, “Jun
= 1.6 Hz, 1H, Hs) ppm

18C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 18.5 (CHs, Cg), 65.8 (CH, Cs), 75.0 (CHx,
C»), 115.0 (CH, C¢), 120.8 (CH, C4), 125.8 (CH, Cs), 134.5 (CH, Cs), 139.6
(C, C2), 152.2 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*, m/z (CoH1iNNaOs»)+ (M+Na)*: calculada 220.0580,
encontrada: 220.0609

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +6.0 (¢ 0.6, EtOH) [para (9)-43a en
>99% el

Separacién analitica de 43a (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (£) = 14.7 min, & (S) = 19.1 min
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1-(4-Fluoro-2-nitrofenoxi)propan-2-ol (43b)

KL Férmula empirica: CoH10FNO4
7" OH

Aspecto Fisico: Sélido amarillento

o)
/@E Rendimiento: 94%
F 2 NO,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.26
Peso Molecular: 215.18 g/mol Pf: 74-76 °C

IR (KBr): v 3055, 2987, 2343, 1739, 1740, 1723, 1538, 1498, 1420, 1360,
1204, 1049, 815 cm

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.28 (d, 3uu = 6.4 Hz, 3H, Ho), 2.98
(sa, 1H, OH), 3.90 (dd, 2Jun = 9.0 Hz, 3Jun = 7.4 Hz, 1H, H»), 4.10 (dd,
2Jun = 9.0 Hz, 3Jun = 3.2 Hz, 1H, H»), 4.15-4.26 (m, 1H, Hs), 7.08 (dd,
SJun = 9.2 Hz, 4ru = 4.3 Hz, 1H, He), 7.28 (ddd, 3un = 9.4 Hz, 3ra = 7.3
Hz, 4Jun = 3.1 Hz, 1H, Hs), 7.60 (dd, 3Jru = 7.8 Hz, *Jun = 3.1 Hz, 1H,
Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 18.5 (CHs, Co), 65.9 (CH, Cs), 75.8 (CHs,
C7), 113.0 (d, 2Jru = 27.5 Hz, CH, C, Cs), 116.6 (d, 3Jru = 7.7 Hz, CH, C),
121.5 (d, 2/ = 22.8 Hz, CH, Cs), 139.3 (d, 3Jrc = 8.3 Hz, C, C2), 148.9 (d,
4frc = 3.0 Hz, C, C1), 155.5 (d, Jrc = 244.3 Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z2) (CoH10FNNaO4)* (M+Na)*: calculada 238.0486,
encontrada: 238.0500

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +7.0 (¢ 0.5, EtOH) [para (9)-43b en
>99% eél

Separacién analitica de 43b (HPLC):

Columna: Chiralpak IA Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (&) = 14.8 min, £ (S = 17.3 min
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1-(4-Metoxi-2-nitrofenoxi)propan-2-ol (43c)

H\ Férmula empirica: C10H11NOs
7" OH

Aspecto Fisico: Sélido anaranjado

o)
» J@E Rendimiento: 93%
MeO 2>NO,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.18
Peso Molecular: 227.21 g/mol Pf: 75-77 °C

IR (KBr): v 3576, 3431, 3058, 2964, 2922, 2840, 2343, 1527, 1496, 1346,
1216, 1040, 817 cm™

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.25 (d, 3un = 6.4 Hz, 3H, Ho), 2.76
(sa, 1H, OH), 3.80 (s, 3H, H10), 3.81-3.91 (m, 1H, H, H»), 4.07 (dd, 2Jun =
9.1 Hz, 3Jun = 3.1 Hz, 1H, H7), 4.12-4.27 (m, 1H, Hs), 7.01 (d, 3un = 9.1
Hz, 1H, He), 7.09 (dd, 3Jun = 9.1 Hz, 4Jun = 3.0 Hz, 1H, Hs), 7.37 (d, ‘Jun
= 3.0 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 18.5 (CHs, Co), 56.1 (CHs, Ci0), 66.0 (CH,
Cs), 76.1 (CHz, C7), 110.0 (CH, Cs), 117.1 (CH, Ce¢), 121.3 (CH, Cs), 139.8
(C, Cy), 146.6 (C, C1), 153.4 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (C10H1sNNaOs* (M+Na)*: calculada 250.0686,
encontrada: 250.0711

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +4.0 (¢ 0.75, EtOH) [para (9-43c en
>99% eel

Separacién analitica de 43¢ (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (£) = 18.3 min, & (S) = 22.2 min
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1-(5-Metil-2-nitrofenoxi)propan-2-ol (43d)

H\ Formula empirica: C10H13NO4
7" OH

Aspecto Fisico: Sélido anaranjado

o)
10\@ Rendimiento: 88%

R: (40% AcOEt/hexano): 0.18
Peso Molecular: 211.21 g/mol Pf: 53-54 °C

IR (KBr): v 3583, 3435, 3055, 2985, 2935, 1609, 1592, 1517, 1347, 1182,
1093, 1031, 841 cm

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6 1.26 (d, 3un = 6.4 Hz, 3H, Ho), 2.37 (s,
3H, Hio), 3.02 (sa, 1H, OH), 3.86 (dd, 2Jun = 9.0 Hz, 3Jun = 7.6 Hz, 1H,
H7), 4.08 (dd, 2un = 9.0 Hz, 3Jun = 3.2 Hz, 1H, H»), 4.12-4.25 (m, 1H,
Hs), 6.79 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 1H, Hy), 6.84 (s, 1H, He), 7.76 (d, 3/un = 8.3
Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6 18.5 (CHs, Co), 22.0 (CHs, C10), 66.0 (CH,
Cs), 75.2 (CHz, C7), 115.7 (CH, Ce¢), 121.7 (CH, Cs), 126.2 (CH, Cs), 137.4
(C, C2), 146.4 (C, Cs), 152.6 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (Ci0HisNNaO4)* (M+Na)*: calculada 234.0737,
encontrada: 234.0727

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = +3.2 (¢ 0.65, EtOH) [para (9-43d en
>99% eel

Separacién analitica de 43d (HPLC):

Columna: Chiralpak [A Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: &k (£) = 13.1 min, & (S) = 19.0 min
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1-(2,3-Difluoro-6-nitrofenoxi)propan-2-ol (43e)

% Férmula empirica: CoHoF2NO4
OH

Aspecto Fisico: Aceite amarillento

Fo 2 o) L
1 Rendimiento: 78%
NO,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.51
Peso Molecular: 233.17 g/mol

IR (NaCl): v 3569, 3439, 3054, 2987, 2360, 2307, 1653, 1539, 1355, 1163,
1022, 852, 665 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.25 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, Ho), 2.83 (d,
3un = 3.7 Hz, 1H, OH), 4.10 (ddd, 2Jun = 9.5 Hz, 3Jun = 7.7 Hz, 5Jm =
1.9 Hz, 1H, H7), 4.15-4.28 (m, 1H, Hs), 4.38 (dt, 2un = 9.4 Hz, 3Jun = 2.4
Hz, 5Jwu = 2.4 Hz, 1H, H7), 7.01 (ddd, 3uu = 9.4 Hz, 3Ju = 8.8 Hz, 4Jrn =
7.2 Hz, 1H, Hy), 7.72 (ddd, 3un = 9.4 Hz, *Jru = 5.3, 5 = 2.4 Hz, 1H,
Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 18.2 (CHs, Co), 66.5 (CH, Cs), 81.2 (d,
4Joc = 5.7 Hz, CHz, C7), 111.1 (d, 2J#c = 19.3 Hz, CH, C4), 120.9 (dd, 3Jrc
= 9.2 Hz, “Jic = 4.0 Hz, CH, Cs), 139.5 (d, 3rc = 1.9 Hz, C, Ce), 143.8
(dd, 2rc = 10.9 Hz, 3Jrc = 2.8 Hz, C, C1), 144.7 (dd, 'JJrc = 253.0 Hz, 2Jrc
= 14.3 Hz, C, C2), 154.4 (dd, 'efrc = 259.6 Hz, 2Jic = 11.6 Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z2 (CoHoF:NNaOs)* (M+Na)*: calculada 256.0392,
encontrada: 256.0390

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —4.8 (¢ 0.4, EtOH) [para (R)-43e en
>99% eel

Separacién analitica de 43e (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 98:2 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: fr (£) = 64.7 min, & (S) = 84.8 min
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1-(2-Aminofenoxi)propan-2-ol (44a)
Férmula empirica: CoH1sNO2
Aspecto Fisico: Solido blanco
Rendimiento: 95%
R: (40% AcOEt/hexano): 0.16
Peso Molecular: 167.21 g/mol Pf: 66-67 °C

IR (KBr): v 3391, 3054, 2986, 2924, 2340, 1653, 1558, 1506, 1219, 1154
cm’!

TH-RMN (CDsOD, 300.13 MHz): § 1.30 (d, 3un = 6.4 Hz, 3H, Ho), 3.83
(dd, 2un = 9.7 Hz, 3Jun = 6.9 Hz, 1H, H7), 3.94 (dd, 2Juu = 9.7 Hz, 3Jun =
3.7 Hz, 1H, H»), 4.16 (dquint, 3Jun = 6.5, 3.7 Hz, 1H, Hs), 4.91 (sa, 3H,
OH y NH>), 6.66-6.75 (m, 1H, Hs), 6.75-6.90 (m, 3H, Hu, Hs y He) ppm

13C-RMN (CDs0D, 75.5 MHz): § 19.5 (CHs, Co), 67.1 (CH, Cs), 74.7 (CHs,
C7), 112.9 (CH, Ar), 117.0 (CH, Ar), 119.8 (CH, Ar), 122.3 (CH, Ar),
137.8 (C, C2), 148.4 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (CoH14NO2)* (M+H)*: calculada 168.1019, encontrada:
168.1020

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = +37.0 (¢ 0.3, EtOH) [para (9-44a en
>99% eel

Separacién analitica de 44a (HPLC):
Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C

Eluyente: m-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: &k (£) = 12.7 min, & (S) = 15.0 min
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1-(2-Amino-4-fluorofenoxi)propan-2-ol (44b)

(L Férmula empirica: CoH:12FNO2
7" OH

Aspecto Fisico: Sélido marrén

o)
/@E Rendimiento: 96%
F 2 NH,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.16
Peso Molecular: 185.20 g/mol Pf: 119-121 °C

IR (KBr): v 3391, 3054, 2985, 2933, 2341, 1623, 1513, 1218, 1160, 1035,
970, 842 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.25 (d, 3un = 6.4 Hz, 3H, Ho), 3.77
(sa, 3H, OH y NH>), 3.78 (dd, 2kn = 9.6 Hz, 3Jun = 7.8 Hz, 1H, H7), 3.90
(dd, 2Jum = 9.7 Hz, 3un = 3.0 Hz, 1H, H7), 4.06-4.25 (m, 1H, Hs), 6.36
(ddd, 3un = 8.6 Hz, 3Jru = 8.6 Hz, ‘un = 2.9 Hz, 1H, Hs), 6.43 (dd, 3Jru =
9.8 Hz, *Jun = 2.9 Hz, 1H, H3), 6.68 (dd, 3Jun = 8.8 Hz, “Ju = 5.1 Hz, 1H,
He) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 19.0 (CHs, Co), 66.4 (CH, Cs), 75.1 (CHs,
C7), 102.6 (d, 2/ = 26.7 Hz, CH, Cs), 103.9 (d, 2Jru = 23.0 Hz, CH, Cs),
113.6 (d, 3/u = 10.0 Hz, CH, Ce), 138.0 (d, 3Jrc = 11.0 Hz, C, C2), 142.5
(C, Cv), 158.2 (d, 'Jic = 237.3 Hz, C, C4) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CoHi1sFNO2)* (M+H)* calculada 186.0925,
encontrada: 186.0941

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = +21.6 (¢ 0.7, EtOH) [para (9-44b en
>99% el

Separacién analitica de 44b (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: ¢ (£) = 25.7 min, £ (S) = 28.9 min
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1-(2-Amino-4-metoxifenoxi)propan-2-ol (44c)

Foérmula empirica: C10H15NOs
72\ OH Aspecto Fisico: Sélido amarillento

o)
© /@j Rendimiento: 98%
MeO 2 NH,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.10
Peso Molecular: 197.23 g/mol Pf: 75-76 °C

IR (KBr): v 3583, 3391, 3054, 2986, 2340, 1623, 1516, 1419, 1220, 1168,
962 cm!

H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.22 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 3H, Ho), 3.68
(sa, 3H, OH y NHy), 3.70 (s, 3H, H1o), 3.75 (dd, 2Jun = 9.6 Hz, 3Jun = 7.8
Hz, 1H, H»), 3.87 (dd, 2Jun = 9.7 Hz, 3Jun = 3.1 Hz, 1H, H»), 4.07-4.22 (m,
1H, Hs), 6.22 (dd, 3Jun = 8.7 Hz, *Jun = 2.9 Hz, 1H, Hs), 6.30 (d, ‘Jun =
2.9 Hz, 1H, Hs), 6.69 (d, 3Jun = 8.7 Hz, 1H, He) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 18.9 (CHs, Co), 55.5 (CHs, C10), 66.3 (CH,
Cs), 74.4 (CHs, C7), 102.5 (CH, Ar), 102.6 (CH, Ar), 114.2 (CH, Ce¢), 137.8
(C, C), 140.9 (C, C1), 155.0 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CioHisNOs)* (M+H)* calculada 198.1125,
encontrada: 198.1135

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +23.2 (¢ 0.5, EtOH) [para (9-44c en
>99% eel

Separacién analitica de 44c (HPLC):
Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C

Eluyente: m-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: &k (£) = 26.9 min, & (S) = 33.2 min
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Parte Experimental

1-(2-Amino-5-metilfenoxi)propan-2-ol (44d)

H\ Férmula empirica: Ci0H15sNOq
7" OH

Aspecto Fisico: Sélido rosado

(0]
\C[ Rendimiento: 93%
2 NH,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.15
Peso Molecular: 181.23 g/mol Pf: 76-78 °C

IR (KBr): v 3402, 3054, 2985, 2929, 2523, 2307, 1592, 1520, 1420, 1152,
1132, 1041, 812 cm™

1H-RMN (CDsOD, 400.13 MHz): § 1.26 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 3H, Ho), 2.21
(s, 3H, Ho), 3.78 (dd, 2/un = 9.6 Hz, 3Jun = 6.9 Hz, 1H, H7), 3.88 (dd, 2J/un
= 9.7 Hz, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H7), 4.11 (dquint, 3Juu = 6.5, 3.8 Hz, 1H,
Hs), 4.86 (sa, 3H, OH y NH>), 6.56 (d, 3;un = 7.8 Hz, 1H, Hs), 6.64 (s, 1H,
He), 6.66 (d, 3un = 7.8 Hz, 1H, H4) ppm

13C-RMN (CDsOD, 100.6 MHz): § 19.5 (CHs, Co), 21.1 (CHs, Cio), 67.1
(CH, Cs), 74.7 (CH2, C7), 113.8 (CH, Ar), 117.2 (CH, Ar), 122.5 (CH, Cv),
129.6 (C, Cs), 134.8 (C, C2), 148.4 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*Y, m/z (CioH1sNO2* (M+H)*: calculada 182.11786,
encontrada: 182.1173

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = +12.5 (¢ 0.6, EtOH) [para (9)-44d en
>99% el

Separacién analitica de 44d (HPLC):

Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (£) = 14.3 min, & (S) = 17.7 min
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Capitulo 4

1-(6-Amino-2,3-difluorofenoxi)propan-2-ol (44e)

Férmula empirica: CoH1:F2NO2
F 7(L OH Aspecto Fisico: Sélido amarillo
1 Rendimiento: 65%
e R: (40% AcOEt/hexano): 0.25
Peso Molecular: 203.19 g/mol Pf: 56-58 °C
IR (KBr): v, 3054, 2986, 1653, 1559, 1507, 1490, 1419, 1165, 1047, 896
cm’!

IH-RMN (CDCls, 400.13 MHz): § 1.19 (d, 3un = 6.4 Hz, 3H, Ho), 3.61 (sa,
3H, OH y NHb>), 3.83 (dd, 2Jun = 10.8 Hz, 3Jun = 8.8 Hz, 1H, H»), 4.03-
4.16 (m, 2H, H7 y Hs), 6.39 (ddd, 3Jun = 9.0 Hz, 4Jru = 4.8, 5Jru = 2.3 Hz,
1H, Hy), 6.70 (ddd, 3Jru = 9.9 Hz, 3Jun = 9.0 Hz, *Jru = 8.1 Hz, 1H, Hs)
ppm

13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): 6§ 18.5 (CHs, Co), 66.6 (CH, Cs), 79.3 (d,
4Joc = 3.3 Hz, CHs, C7), 109.6 (dd, 3Jrc = 6.9 Hz, *Jrc = 3.2 Hz, CH, Cs),
111.4 (d, 2Jrc = 17.8 Hz, CH, C4), 135.5 (dd, 2/c = 10.4 Hz, 3Jrc = 1.3 Hz,
C, Cv), 136.8 (dd, 3Jrc = 2.7 Hz, *Joic = 1.2 Hz, C, Ce), 144.7 (dd, 'Jic =
239.0 Hz, 2Jrc = 11.3 Hz, C, Ar), 144.9 (dd, 'efic = 247.1 Hz, 2Jrc = 14.6
Hz, C, Ar) ppm

HRMS (ESI*Y, m/z (CoHi12F:NO2)* M+H)*: calculada 204.0831,
encontrada: 204.0857

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —22.4 (¢ 0.7, EtOH) [para (&)-44e en
>99% eel

Separacién analitica de 44e (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (&) = 15.9 min, #& (S = 21.1 min
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Parte Experimental

N-(2-(2-Hidroxipropoxi)fenil)-4-metilbencenosulfonamida (45a)
Férmula empirica: C1sH1aNO4S

Aspecto Fisico: Sélido blanco

Rendimiento: 78%

R: (40% AcOEt/hexano): 0.25

Peso Molecular: 321.39 g/mol Pf: 166-167 °C

IR (KBr): v 3545, 3297, 3054, 2985, 2920, 2343, 1596, 1501, 1404, 1340,
1156, 1114, 1088, 934, 819 cm™!

1H-RMN ((CD3)2CO, 300.13 MHz): 6 1.13 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, Ho), 2.34
(s, 3H, CH3-Ts), 3.61 (dd, 2Jun = 9.4 Hz, 3Jun = 7.6 Hz 1H, H7), 3.71 (dd,
2Jun = 9.4 Hz, 3Jun = 3.2 Hz, 1H, Hr), 3.90-4.03 (m, 1H, Hs), 4.50 (sa, 1H,
NH/OH), 6.84-6.97 (m, 2H, Ar), 7.05 (td, 3un = 7.8 Hz, 4/un = 1.7 Hz,
1H, Ar), 7.23-7.34 (m, 2H, 2CH-Ts), 7.51 (dd, 3Jun = 7.8 Hz, 4Jun = 1.6
Hz, 1H, He), 7.58-7.69 (m, 2H, 2CH-Ts), 8.46 (sa, 1H, NH/OH) ppm

13C-RMN ((CD3)2:CO, 75.5 MHz): 6§ 19.2 (CHs, Co), 21.3 (CHs, CH3-Ts),
66.0 (CH, Cs), 75.4 (CHs, C7), 113.4 (CH, Cs), 121.7 (CH, Ar), 123.7 (CH,
Ar), 126.6 (CH, Ar), 127.4 (C, Cy), 127.9 (2xCH, 2CH-Ts), 130.1 (2xCH,
2CH-Ts), 138.2 (C, C-Ts), 144.2 (C, C-Ts), 151.0 (C, C2) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH1sNNaO4S)* (M+Na)*: calculada 344.0927,
encontrada: 344.0941

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +15.1 (¢ 1.0, CHCly) [para (9-45a en
>99% el

Separacién analitica de 45a (HPLC):

Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 70:30 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (S) = 16.7 min, & (£) = 21.9 min
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Capitulo 4

N-(5-Fluoro-2-(2-hidroxipropoxi)fenil)-4-metilbencenosulfonamida (45b)

KL Férmula empirica: CisH1sFNO4S
7" OH

Aspecto Fisico: Aceite viscoso incoloro

o)
/@E Rendimiento: 80%
F NHTs

' R: (60% Et20/hexano): 0.14
Peso Molecular: 339.38 g/mol

IR (NaCD: v 3342, 3054, 2986, 2934, 2362, 1616, 1506, 1419, 1339, 1170,
1153, 1091, 1034, 812 cm™

TH-RMN ((CD3)2CO, 300.13 MHz): § 1.15 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 3H, Ho), 2.34
(s, 3H, CHs-Ts), 3.61 (dd, 2Jun = 9.5 Hz, 3Jun = 7.6 Hz, 1H), 3.77 (dd,
2Jun = 9.5 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 1H), 3.94-4.07 (m, 1H), 4.69 (sa, 1H,
NH/OH), 6.78 (ddd, 3un = 9.0 Hz, 3.Jru = 8.3 Hz, 4Jun = 3.1 Hz, 1H, HJ),
6.91 (dd, 3un = 9.0 Hz, 4ku = 5.1 Hz, 1H, Hs), 7.19-7.39 (m, 3H, He y
2CH-Ts), 7.66-7.74 (m, 2H, 2CH-Ts), 8.74 (sa, 1H, NH/OH) ppm

13C-RMN ((CD3)2CO, 75.5 MHz): § 19.1 (CHs, Co), 21.3 (CHs, CHs-Ts),
66.0 (CH, Cs), 76.3 (CHz, C7), 109.5 (d, 2Jrc = 27.8 Hz, CH, C¢), 111.6 (d,
2Jvc = 23.0 Hz, CH, C4), 114.9 (d, 3Jrc = 9.4 Hz, CH, Cs), 127.9 (2xCH,
2CH-Ts), 129.0 (d, 3/c = 11.0 Hz, C, C1), 130.3 (2xCH, 2CH-Ts), 137.8
(C, C-Ts), 144.6 (C, C-Ts), 146.8 (d, 4rc = 2.2 Hz, C, C2), 157.6 (d, 1eic =
237.0 Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z) (CisHisFNNaO.S)* (M+Na)*: calculada 362.0833,
encontrada: 362.0847

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +16.0 (¢ 1.0, CHCI:) [para (9-45b en
>99% eel

Separacién analitica de 45b (HPLC):
Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C

Eluyente: m-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: fr (9 = 16.8 min, #r (R) = 20.8 min

342



Parte Experimental

N-(2-(2-Hidroxipropoxi)-5-metoxifenil)-4-metilbencenosulfonamida (45c)

H\ Férmula empirica: Ci17H21NOsS
7" OH

Aspecto Fisico: Solido blanco

0
0 @E Rendimiento: 71%
Meor T nnm R: (40% AcOEt/hexano): 0.18

Peso Molecular: 351.42 g/mol Pf: 132-133 °C

IR (KBr): v 3339, 3054, 2935, 2356, 1504, 1420, 1340, 1159, 1088, 956,
816 cm!

1H-RMN ((CD3)2CO, 300.13 MHz): § 1.14 (d, 3fun = 6.4 Hz, 3H, Co), 2.35
(s, 3H, CHs-Ts), 3.54 (dd, 2Juu = 9.6 Hz, 3un = 7.7 Hz, 1H, H7), 3.69-3.75
(m, 1H, H»), 3.71 (s, 3H, Hio), 3.92-4.07 (m, 1H, Hs), 4.53 (d, 3/n = 4.1
Hz, 1H, OH), 6.58 (dd, 3.un = 8.9 Hz, 4Jun = 3.0 Hz, 1H, Hy), 6.83 (d, 3un
= 8.9 Hz, 1H, Hs), 7.13 (d, */un = 3.0 Hz, 1H, He), 7.23-7.32 (m, 2H, 2CH-
Ts), 7.67-7.72 (m, 2H, 2CH-Ts), 8.58 (sa, 1H, NH) ppm

13C-RMN ((CD3)2CO, 75.5 MHz): § 19.3 (CHs, Co), 21.3 (CHs, CHs-Ts),
55.8 (CHs, Cio), 66.1 (CH, Cs), 76.7 (CHz, C7), 108.9 (CH, Ar), 110.2 (CH,
Ar), 115.4 (CH, Cs), 128.1 (2xCH, 2CH-Ts), 128.9 (C, C1), 130.2 (2xCH,
2CH-Ts), 138.1 (C, C-Ts), 144.4 (C, Ar), 144.6 (C, Ar), 155.1 (C, C5) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (C17H2:1NNaOsS)* (M+Na)*: calculada 374.1033,
encontrada: 374.1050

Rotacién Optica Especifica: [a]2’ = +24.2 (¢ 1.0, CHCl3) [para (9-45¢ en
>99% eel

Separacién analitica de 45¢ (HPLC):

Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: &z (S) = 38.4 min, & (&) = 44.9 min
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Capitulo 4

N-(2-(2-Hidroxipropoxi)-4-metilfenil)-4-metilbencenosulfonamida (45d)

H\ Foérmula empirica: C17H21NO4S
7" OH

Aspecto Fisico: Sélido rosado

o)
10\@ Rendimiento: 75%
T NHTs

R: (40% AcOEt/hexano): 0.27
Peso Molecular: 335.42 g/mol Pf: 139-141 °C

IR (KBr): v 3054, 2986, 2928, 2307, 1596, 1507, 1419, 1339, 1164, 1123,
1092, 815 cm™

TH-RMN ((CD3)2CO, 400.13 MHz): § 1.14 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H, Hy), 2.22
(s, 3H, Hio), 2.31 (s, 3H, CH3-Ts), 3.60 (dd, 2Jun = 9.4 Hz, 3.Jun = 7.6 Hz,
1H, H»), 3.67 (dd, 2un = 9.4 Hz, 3Jun = 3.2 Hz, 1H, H7), 3.90-4.01 (m, 1H,
Hs), 4.54 (d, 3un = 4.2 Hz, 1H, OH), 6.69-6.74 (m, 2H, Ar), 7.23 (d, 3un
= 8.1 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.38 (d, 3un = 7.8 Hz, 1H, Ar), 7.61 (d, 3Jun = 8.3
Hz, 2H, 2CH-Ts), 8.37 (sa, 1H, NH) ppm

13C-RMN ((CD3)2CO, 100.6 MHz): 6 19.2 (CHs, Co), 21.2 (CH3, Ci0), 21.3
(CHs, CHs-Ts), 66.1 (CH, Cs), 75.1 (CH2, C7), 114.0 (CH, Ar), 122.1 (CH,
Ar), 124.1 (CH, Cs), 124.6 (C, C1), 127.9 (2xCH, 2CH-Ts), 130.0 (2xCH,
2CH-Ts), 136.6 (C, Ca), 138.2 (C, C-Ts), 144.0 (C, C-Ts), 151.0 (C, C2)

ppm
HRMS (ESI*, m/2 (Ci17H2:1NNaO4S)* (M+Na)*: calculada 358.1083,
encontrada: 358.1096

Rotacién Optica Especifica: [a]2’ = +9.2 (¢ 1.0, CHCly) [para (9)-45d en
>99% eel

Separacién analitica de 45d (HPLC):
Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C

Eluyente: m-hexano/2-propanol 80:20 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: fr (9 = 32.3 min, #r (B) = 46.3 min
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Parte Experimental

N-(8,4-Difluoro-2-(2-hidroxipropoxi)fenil)-4-metilbencenosulfonamida
(45¢)

(L Férmula empirica: CisH17F2NO4S
OH

Aspecto Fisico: Aceite viscoso incoloro

F o)
\©E Rendimiento: 80%
NHTs

! R: (40% AcOEt/hexano): 0.41
Peso Molecular: 357.37 g/mol

IR (NaCD): v 3349, 3054, 2986, 2359, 1653, 1559, 1507, 1490, 1419, 1265,
1165, 1047, 896, 738, 705 cm™

1IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6 1.20 (d, 3fun = 6.4 Hz, 3H, Co), 2.36 (s,
3H, CHs-Ts), 3.30 (sa, 1H, NH/OH), 3.59 (dd, 2Juu = 10.3 Hz, 3Juu = 8.1
Hz, 1H, H»), 3.93 (dd, 2un = 10.4 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, 1H, H7), 4.04-4.18
(m, 1H, Hs), 6.83 (td, 3cfun = 9.4 Hz, 3Jru = 9.4, *Jru = 8.1 Hz, 1H, H»),
7.22 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.30 (ddd, 3¢un = 9.4 Hz, 4Jru = 5.2,
5Jrm = 2.4 Hz, 1H, He), 7.69 (d, 3un = 8.3 Hz, 2H, 2CH-Ts), 8.69 (sa, 1H,
NH/OH) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 19.0 (CHs, Co), 21.7 (CHs, CHs-Ts), 66.7
(CH, Cs), 79.8 (d, “Jrc = 3.6 Hz, CHs, C7), 111.8 (d, 2Jrc = 18.1 Hz, CH,
Cs), 116.5 (dd, 3rc = 11.4 Hz, *Jrc = 3.8 Hz, CH, Cs¢), 127.5 (2xCH, 2CH-
Ts), 127.9 (dd, 3Jrc = 3.2 Hz, 4Jrc = 1.9 Hz, C1), 129.8 (2xCH, 2CH-Ts),
136.3 (C, C-Ts), 139.7 (dd, 2Jrc = 10.6 Hz, 3Jrc = 2.0 Hz, C, C2), 144.2 (C,
C-Ts), 144.6 (dd, 'JJrc = 248.7 Hz, 2Jrc = 14.3 Hz, C, Ar), 148.4 (dd, leic =
247.0 Hz, 2rc = 11.1 Hz, C, Ar) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH17Fa2NNaOQ4S)* (M+H)*: calculada 380.0739,
encontrada: 380.0736

Rotacién Optica Especifica: [«a]2’ = —21.5 (¢ 0.6, EtOH) [para (&)-45e en
>99% eel

Separacién analitica de 45e (HPLC):
Columna: Chiralpak IC Temperatura: 30 °C

Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (S = 23.2 min, & (£) = 25.4 min
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Capitulo 4

3-Metil-4-tosil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzol bloxazina (46a)

Férmula empirica: CisH17NO3S

o
@: j3\ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
N

Ts Rendimiento: 99%
R: (40% AcOEt/hexano): 0.72
Peso Molecular: 303.38 g/mol

IR (NaCD: v 3054, 2986, 2340, 1599, 1559, 1490, 1350, 1170, 1072, 1015,
815 cm!

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.22 (d, 3Jun = 6.9 Hz, 3H, Hy), 2.38 (s,
3H, CHs-Ts), 3.20 (dd, 2un = 11.1 Hz, 3Jun = 2.2 Hz, 1H, Ho), 3.79 (dd,
2Jun = 11.1 Hz, 3un = 1.3 Hz, 1H, Hy), 4.27-4.63 (m, 1H, Hs), 6.80 (d,
3Jun = 8.0 Hz, 1H, Hs), 6.95 (t, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, Ar), 7.08 (t, 3/un = 7.6
Hz, 1H, Ar), 7.21 (dd, 3<un = 7.9 Hz, 4Jun = 0.5 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.46 (d,
SJun = 7.9 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.89 (d, 3/un = 8.0 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.1 (CHs, Co), 21.7 (CHs, CH5-Ts), 48.7
(CH, C3), 66.1 (CHz, C2), 117.2 (CH, Cy), 121.3 (CH, Ar), 122.0 (C, Csn),
126.1 (CH, Ar), 126.3 (CH, Ar), 127.3 (2xCH, 2CH-Ts), 130.0 (2xCH,
2CH-Ts), 135.5 (C, C-Ts), 144.3 (C, C-Ts), 146.1 (C, Csa) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CisH17NNaOsS)* (M+Na)*: calculada 326.0821,
encontrada: 326.0814

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = +164.8 (¢ 1.0, EtOH) [para (R)-46a
en >99% eel

Separacién analitica de 46a (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: fr () = 16.6 min, & (5 = 19.8 min
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Parte Experimental

6-Fluoro-3-metil-4-tosil-3,4-dihidro-2 A 1,4-benzol hloxazina (46b)
Férmula empirica: Ci1sH1sFNO3S

0 Aspecto Fisico: Sélido blanco
FG/@%]{ Rendimiento: 94%

R: (60% AcOEt/hexano): 0.64

Peso Molecular: 321.37 g/mol Pf: 81-83 °C

IR (KBr): v 3054, 2987, 2929, 2341, 1616, 1597, 1499, 1419, 1353, 1212,
1169, 970, 936, 814 cm!

1IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.22 (d, 3un = 6.9 Hz, 3H, Ho), 2.39 (s,
3H, CHs-Ts), 3.16 (dd, 2Jun = 11.1 Hz, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, Hs), 3.80 (dd,
2Jun = 11.1 Hz, 3Jun = 1.5 Hz, 1H, H2), 4.37-4.47 (m, 1H, Hs), 6.73-6.88
(m, 2H, H7 y Hs), 7.24 (d, 3Jun = 8.4 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.51 (d, 3un = 8.3
Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.69 (dd, 3Jru = 10.5 Hz, 4Jun = 2.7 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.1 (CHs, Co), 21.7 (CHs, CH3-Ts), 48.8
(CH, Cs), 66.1 (CHs, C2), 112.1 (d, 2Jrc = 27.7 Hz, CH, Ar), 113.0 (d, 2Jkc
= 23.5 Hz, CH, Ar), 117.8 (d, 3Jrc = 9.0 Hz, CH, Cs), 122.5 (d, 3Jrc = 10.9
Hz, C, Cs), 127.3 (2xCH, 2CH-Ts), 130.1 (2xCH, 2CH-Ts), 135.3 (C, C-
Ts), 142.1 (d, *Jrc = 2.5 Hz, C, Csa), 144.5 (C, C-Ts), 156.8 (d, 'JJic =
238.2 Hz, C, C¢) ppm

HRMS (ESI*, m/z) (CisHisFNNaOsS)* (M+Na)*: calculada 344.0727,
encontrada: 344.0742

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = +171.7 (¢ 1.0, EtOH) [para (R)-46b
en >99% eel

Separacién analitica de 46b (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (S) = 15.7 min, & (£) = 20.7 min
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Capitulo 4

3-Metil-6-metoxi-4-tosil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzol hloxazina (46¢)

Foérmula empirica: C17H10NO4S

;@[Oj\ Aspecto Fisico: Sélido blanco
1I\O/IeO N Lo
Ts

Rendimiento: 94%
R: (40% AcOEt/hexano): 0.66
Peso Molecular: 333.40 g/mol Pf: 150-152 °C

IR (KBr): v 3734, 3054, 2986, 2360, 2342, 1761, 1646, 1559, 1506, 1420,
1363, 1168, 933, 814 cm!

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.22 (d, 3Jun = 6.9 Hz, 3H, Hy), 2.37 (s,
3H, CHs-Ts), 3.12 (dd, 2Jun = 11.0 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, Hs), 3.74 (dd,
2Jun = 11.0 Hz, 3Jun = 1.5 Hz, 1H, Ha), 3.80 (s, 3H, Hio), 4.34-4.50 (m,
1H, Hs), 6.66 (dd, 3un = 9.0 Hz, ‘Jun = 2.8 Hz, 1H, H7), 6.72 (d, 3un =
8.9 Hz, 1H, Hy), 7.21 (d, 3un = 8.1 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.44-7.54 (m, 3H,
Hs y 2CH-Ts) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.1 (CHs, Co), 21.7 (CHs, CH5-Ts), 48.9
(CH, Cs), 55.9 (CH3, Cio0), 65.9 (CHs, C2), 109.8 (CH, Ar), 110.1 (CH, Ar),
117.6 (CH, Cs), 122.2 (C, C4), 127.3 (2xCH, 2CH-Ts), 130.0 (2xCH, 2CH-
Ts), 135.4 (C, C-Ts), 140.1 (C, Csa), 144.3 (C, C-Ts), 153.7 (C, Ce¢) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (Ci7H19NNaOsS)* (M+Na)*: calculada 356.0927,
encontrada: 356.0944

Rotacién Optica Especifica: [«a]2’ = +333.9 (¢ 1.0, EtOH) [para (&)-46¢ en
>99% eél

Separacién analitica de 46¢c (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (&) = 20.7 min, £ (S) = 26.2 min
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Parte Experimental

3, 7-Dimetil-4-tosil-3,4-dihidro-2 A 1,4-benzol bloxazina (46d)

Férmula empirica: C17H19NO3S

10

o) ;.. . .

\C[ j\ Aspecto Fisico: Aceite viscoso amarronado

3
NS Rendimiento: 99%

R: (40% AcOEt/hexano): 0.57
Peso Molecular: 317.40 g/mol

IR (NaCl): v 3032, 2981, 2934, 2892, 2340, 1918, 1598, 1577, 1500, 1349,
1321, 1219, 1167, 1069, 917, 813 cm™!

1IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.20 (d, 3fun = 6.9 Hz, 3H, Ho), 2.28 (s,
3H, Hio), 2.37 (s, 3H, CHs-Ts), 3.16 (dd, 2Jun = 11.0 Hz, 3Jun = 2.5 Hz,
1H, Hy), 3.75 (dd, 2Jun = 11.1 Hz, 3Jun = 1.4 Hz, 1H, Hy), 4.34-4.46 (m,
1H, Hs), 6.61 (d, “un = 1.2 Hz, 1H, Hs), 6.76 (dd, 3Jun = 8.4 Hz, 4Jun =
1.4 Hz, 1H, He), 7.21 (d, 3un = 8.0 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.46 (d, 3.un = 8.3
Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.75 (d, 3un = 8.4 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6 17.1 (CHs, Co), 21.0 (CHs, Cio), 21.7
(CHs, CHs-Ts), 48.7 (CH, Cs), 66.0 (CHs, C2), 117.4 (CH, Cs), 119.3 (C,
Cu), 122.2 (CH, Ce), 125.9 (CH, Cs), 127.3 (2xCH, 2CH-Ts), 129.9
(2xCH, 2CH-Ts), 135.5 (C, C-Ts), 136.4 (C, C7), 144.1 (C, C-Ts), 145.9 (C,
CBa) pPpm

HRMS (ESI*, m/2 (Ci7H1sNNaOsS)* (M+Na)*: calculada 340.0978,
encontrada: 340.0990

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = +210.1 (¢ 1.0, EtOH) [para (R)-46d
en >99% eel

Separacién analitica de 46d (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: ¢z (£) = 14.9 min, & (S) = 17.9 min
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Capitulo 4

7,8-Difluoro-3-metil-4-tosil-3,4-dihidro-2 A-1,4-benzol bloxazina (46e)
Férmula empirica: CisHi5F2NOsS

F\é[o Aspecto Fisico: Sélido blanco
6 ¥sj<9 Rendimiento: >99%

R: (30% AcOEt/hexano): 0.42
Peso Molecular: 339.36 g/mol Pf: 85-87 °C

IR (KBr): v 3054, 2987, 2343, 1598, 1508, 1484, 1361, 1183, 1166, 1038,
815 cm!

1H-RMN (CDCls, 400.13 MHz): § 1.21 (d, 3un = 7.0 Hz, 3H, Ho), 2.39 (s,
3H, CHs-Ts), 3.17 (dd, 2Jun = 11.1 Hz, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, Hs), 3.92 (dd,
2Jun = 11.1 Hz, 3Jun = 0.9 Hz, 1H, Hs), 4.43-4.50 (m, 1H, Hs), 6.78 (td,
3Jun = 9.6 Hz, 3 = 9.6, 4Jrn = 8.2, 1H, He), 7.24 (d, 3un = 8.1 Hz, 2H,
2CH-Ts), 7.44 (d , 3.un = 8.3 Hz, 2H, 2CH-Ts), 7.64 (ddd, 3Jun = 9.5 Hz,
4o = 5.2, 5Jrn = 2.5 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 100.6 MHz): § 17.0 (CHs, Co), 21.7 (CHs, CH3-Ts), 48.3
(CH, Cs), 66.4 (CH2, Cs), 108.3 (d, 2Jrc = 18.4 Hz, CH, Ce¢), 119.4 (d, 3Jkc
= 3.0 Hz, C, Cua), 120.4 (dd, 3Jrc = 7.8 Hz, 4Jrc = 4.2 Hz, CH, Cs), 127.3
(2xCH, 2CH-Ts), 130.2 (2xCH, 2CH-Ts), 135.0 (C, C-Ts), 136.7 (dd, 2Jrc
= 10.1 Hz, 3Jrc = 3.4 Hz, C, Csa), 140.0 (dd, 'frc = 247.4 Hz, 2Joc = 15.6
Hz, C, C7), 144.8 (C, C-Ts), 148.6 (dd, 'Jrc = 245.7 Hz, 2Jsc = 10.1 Hz, C,
Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (CisH15FeNNaOsS)* (M+H)*: calculada 362.0633,
encontrada: 362.0628

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —183.2 (¢ 0.5, EtOH) [para (9-46e en
>99% eel

Separacién analitica de 46e (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (&) = 17.1 min, #& (S) = 20.5 min
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Parte Experimental

Acetato de 1-(2-nitrofenoxi)propan-2-ilo (47a)

Férmula empirica: C11H13NOs

o
7 o)J\11 Aspecto Fisico: Aceite amarillo

©jo Rendimiento: 94%
2 NG, R: (40% AcOEt/hexano): 0.41

Peso Molecular: 239.22 g/mol

IR (KBr): v 3055, 2986, 2940, 2343, 1734, 1609, 1528, 1355, 1239, 1091,
1035, 992, 860 cm'!

1IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.38 (d, 3fun = 6.5 Hz, 3H, Ho), 2.06 (s,
3H, Hi1), 4.12 (d, 3un = 5.1 Hz, 2H, H»), 5.14-5.53 (m, 1H, Hs), 6.96-7.17
(m, 2H, He y Ha), 7.51 (ddd, 3Jun = 9.0, 7.5 Hz, 4Jun = 1.7 Hz, 1H, H»),
7.82 (dd, 3un = 8.1 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 16.6 (CHs, Co), 21.2 (CH3, C11), 68.3 (CH,
Cs), 71.4 (CHz, C7), 114.9 (CH, Ce), 121.0 (CH, C4), 125.8 (CH, Cs), 134.2
(CH, Cs»), 140.2 (C, C»), 151.9 (C, C1), 170.7 (C, C10) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (C11Hi1:NNaOs* (M+Na)*: calculada 262.0686,
encontrada: 262.0708

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —74.3 (¢ 1.0, CHCly) [para (9-47a en
93% eel

Separacién analitica de 47a (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Fluyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (£) = 9.0 min, #& (S = 9.6 min
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Capitulo 4

Acetato de 1-(4-fluoro-2-nitrofenoxi)propan-2-ilo (47b)

o Férmula empirica: CoH10FNO4
7 OJ\11 Aspecto Fisico: Sélido blanco

/@jo Rendimiento: 88%
F 2>NO,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.67
Peso Molecular: 257.21 g/mol Pf: 63-64 °C

IR (KBr): v 3055, 2987, 2307, 1738, 1537, 1499, 1373, 1357, 1241, 1203,
1142, 1083, 1034, 943, 814, 788 cm'!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6 1.37 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H, Ho), 2.05 (s,
3H, Hu), 4.11 (d, 3Jun = 5.0 Hz, 2H, H»), 5.18-5.30 (m, 1H, Hs), 7.06 (dd,
Sfun = 9.2 Hz, 4Jru = 4.3 Hz, 1H, He), 7.26 (ddd, 3uu = 9.3 Hz, 3Jsu = 7.4,
tJun = 3.1 Hz, 1H, Hs), 7.57 (dd, 3Jeu = 7.7 Hz, “Jun = 3.1 Hz, 1H, Hs)
ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 16.6 (CHs, Co), 21.2 (CH3, C11), 68.2 (CH,
Cs), 72.3 (CHz, C7), 113.0 (d, 2Jru = 27.4 Hz, CH, C5), 116.7 (d, 3eru = 7.9
Hz, CH, Co), 121.1 (d, 2/ = 22.9 Hz, CH, C3), 139.3 (d, 3/c = 9.6 Hz, C,
C2), 148.5 (d, 4frc = 2.6 Hz, C, C1), 155.7 (d, Jrc = 244.6 Hz, C, Cy),
170.6 (C, C10) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (C11H12FNNaOs)* (M+Na)*: calculada 280.0592,
encontrada: 280.0613

Rotacién Optica Especifica: [«]3° = +58.8 (¢ 0.75, CHCl3) [para (R)-47b
en 91% edl

Separacién analitica de 47b (HPLC):

Columna: Chiralpak IA Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (B) = 8.6 min, & (S = 9.5 min
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Parte Experimental

Acetato de 1-(4-metoxi-2-nitrofenoxi)propan-2-ilo (47c)

o Férmula empirica: C12H15:NOe
7 OJ\12 Aspecto Fisico: Sélido amarillo

o . X
/@E Rendimiento: 92%

10

MeO 2>NO,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.46
Peso Molecular: 269.25 g/mol Pf: 55-56 °C

IR (KBr): v 3055, 2986, 2307, 1734, 1533, 1499, 1373, 1354, 1243, 1041,
812 cm!

1IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.35 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H, Ho), 2.06 (s,
3H, Hi2), 3.80 (s, 3H, Hio), 4.07 (d, 3Jun = 4.8 Hz, 2H, H»), 5.16-5.28 (m,
1H, Hs), 7.01 (d, 3un = 9.1 Hz, 1H, He), 7.07 (dd, 3un = 9.1 Hz, *Jun =
3.0 Hz, 1H, Hs), 7.34 (d, 4Jun = 2.9 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6 16.6 (CHs, Co), 21.2 (CHs, Ci2), 56.2
(CHs, Ci0), 68.5 (CH, Cs), 72.6 (CHs, C7), 109.9 (CH, Ar), 117.4 (CH, Av),
120.8 (CH, Cs), 140.5 (C, C2), 146.2 (C, C1), 153.6 (C, Cs), 170.7 (C, C11)
ppm

HRMS (ESI*, m/2 (Ci2Hi:NNaOe)* (M+Na)*: calculada 292.0792,
encontrada: 292.0796

Rotacién Optica Especifica: [a]2’ = —49.7 (¢ 0.7, CHCl5) [para (9-47¢ en
80% eel

Separacién analitica de 47c (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: #& (&) = 10.5 min, & (S) = 11.2 min
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Capitulo 4

Acetato de 1-(5-metil-2-nitrofenoxi)propan-2-ilo (47d)

Foérmula empirica: C12H15NOs

0
7H\OJ\ Aspecto Fisico: Sélido blanco
10\@10 ’ Rendimiento: 90%
2 NO;, R: (40% AcOEt/hexano): 0.63
Peso Molecular: 253.25 g/mol Pf: 76-77 °C

IR (KBr): v 3054, 2987, 2306, 1734, 1609, 1521, 1423, 1093, 1040 cm'.

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.39 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H, Hy), 2.06 (s,
3H, Hi2), 2.40 (s, 3H, Huo), 4.11 (d, 3Jun = 5.1 Hz, 2H, H7), 5.22-5.31 (m,
1H, Hs), 6.83 (dd, 3un = 8.3 Hz, “Jun = 0.7 Hz, 1H, H4), 6.86 (s, 1H, He),
7.77 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 16.7 (CHs, Co), 21.2 (CHs, Ci2), 22.0
(CHs, Cio), 68.4 (CH, Cs), 71.4 (CH2, C7), 115.5 (CH, Cs), 121.7 (CH, Cv),
126.0 (CH, Cs), 137.9 (C, Cv), 145.9 (C, Cs), 152.2 (C, C1), 170.7 (C, C11)

ppm

HRMS (ESI*, m/z (Ci2His5NNaOs)* (M+Na)*: calculada 276.0842,
encontrada: 276.0856

Rotacién Optica Especifica: [o]3° = —63.8 (¢ 0.8, CHCly) [para (9-47d en
85% eel

Separacién analitica de 47d (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 97:3 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (£) = 13.7 min, & (S) = 14.6 min
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Parte Experimental

Acetato de 1-(2,3-difluoro-6-nitrofenoxi)propan-2-ilo (47¢)

Férmula empirica: C11H1:1F2NOs

o
F o7 OJ\ Aspecto Fisico: Aceite amarillo

FLAALO "
\CE Rendimiento: 93%
NO,

R: (40% AcOEt/hexano): 0.68
Peso Molecular: 275.21 g/mol

IR (KBr): v 3447, 3059, 2988, 2942, 2886, 2343, 1739, 1627, 1541, 1495,
1357, 1237, 1020, 813 cm!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.33 (d, 3un = 6.6 Hz, 3H), 2.03 (s, 3H),
4.23 (ddd, 2un = 10.3 Hz, 3Jun = 5.9 Hz, 5Jm = 0.9 Hz, 1H), 4.33 (ddd,
2Jun = 10.3 Hz, 3Jun = 3.4 Hz, 5Jm = 1.0 Hz, 1H), 5.16-5.28 (m, 1H), 7.01
(td, 3Jum = 9.1 Hz, 3Ju = 9.1 Hz, 4Jru = 7.2 Hz, 1H), 7.66 (ddd, 3uu = 9.4
Hz, 4 = 5.2 Hz, 5/m = 2.4 Hz, 1H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 16.1 (CHs, Co), 21.0 (CHs, C11), 68.8 (CH,
Cs), 77.2 (d, *Jrc = 5.2 Hz, CHz, C7), 111.4 (d, 2Jrc = 19.4 Hz, CH, Cv),
120.4 (dd, 3kc = 9.1 Hz, 4Jic = 4.1 Hz, CH, Cs), 140.3 (d, 3Jrc = 2.2 Hz,
C, Co), 143.4 (dd, 2Jrc = 9.7 Hz, 3Jsc = 4.41 Hz, C, C1), 144.9 (dd, frc =
253.6 Hz, 2Jrc = 14.2 Hz, C, C2), 154.0 (dd, 'Jrc = 259.0 Hz, 2Jrc = 11.3
Hz, C, Cs), 170.5 (C, C10) ppm

HRMS (ESI*, m/z) (C11H11FeNNaOs)* (M+Na)*: calculada 298.0497,
encontrada: 298.0528

Rotacién Optica Especifica: [o]2° = —18.5 (¢ 0.6, CHCl:) [para (9-47e en
63% eel

Separacién analitica de 47e (HPLC):

Columna: Chiralpak TA Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 98:2 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: ¢z (£) = 13.8 min, #& (S) = 15.3 min
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Capitulo 4

2-Bromo-5-metoxifenol (50e)

Formula empirica: CrH7BrO:2

MeO?C[OH Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Br Rendimiento: 75%
R: (15% Et20/hexano): 0.18 Peso Molecular: 203.03 g/mol

IR (NaCD: v 3493, 3005, 2940, 2837, 1590, 1504, 1488, 1429, 1297, 1269,
1254, 1207, 1153, 1119, 1052, 1018 cm!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6 3.76 (s, 3H, OMe), 5.48 (s, 1H, OH),
6.42 (dd, 3fm = 8.9 Hz, 4Jun = 2.9 Hz, 1H, Hy), 6.60 (d, *fun = 2.9 Hz,
1H, He), 7.31 (d, 3un = 8.9 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 55.6 (CHs, OMe), 101.0 (C, C2), 101.8
(CH, Ce), 108.6 (CH, C4), 132.1 (CH, C3), 153.1 (C, C1), 160.7 (C, Cs) ppm

6-Bromo-2,3-difluorofenol (56)

Férmula empirica: CeHsBrF20

Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 91%
R: (15% Et20/hexano): 0.33 Peso Molecular: 208.99 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 5.16 (br s, 1H, OH), 6.69 (ddd, 3uu =
3rn = 9.3 Hz, 4Jrn = 7.4 Hz, 1H, Ha), 7.20 (ddd, 3Jun = 9.3 Hz, 4Jru = 5.2,
5Jur = 2.5 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 105.4 (d, 3Jrc = 3.4 Hz, C, Ce), 109.4 (d,
2.Jwc = 18.6 Hz, CH, C4), 126.2 (dd, 3rc = 7.7 Hz, *Jrc = 4.4 Hz, CH, Cs),
140.8 (dd, 'efrc = 248.1 Hz, 2Jrc = 15.6 Hz, C, Cs), 143.0 (dd, 2Jrc = 11.2
Hz, 3Jrc = 3.4 Hz, C, C1), 150.8 (dd, rc = 248.3 Hz, 2Jrc = 10.6 Hz, C,
Cs) ppm

HRMS (ESI, m/z (Ce¢H:BrF:0)- (M-H)—: calculada 206.9263,
encontrada: 206.9274
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Parte Experimental

1-(2-Bromofenoxi)propan-2-ona (51a)
Férmula empirica: CoHyBrOs
Aspecto Fisico: Aceite incoloro
Rendimiento: 95%
R: (30% AcOEt/hexano): 0.53
Peso Molecular: 229.07 g/mol

IR (NaCl): v 3450, 3066, 3007, 2919, 1732, 1586, 1575, 1478, 1444, 1431,
1360, 1294, 1237, 1174, 1128, 1067, 1031, 969, 932, 863, 830 cm!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6 2.37 (s, 3H, Hy), 4.54 (s, 2H, H7), 6.77
(dd, 3un = 8.2 Hz, 4Jun = 1.3 Hz, 1H, He), 6.89 (td, 3un = 7.9 Hz, 4Juu =
1.3 Hz, 1H, H4), 7.17-7.39 (m, 1H, H5), 7.58 (dd, 3uu = 7.9 Hz, *Jun = 1.6
Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 27.1 (CHs, Co), 73.9 (CHs, C7), 112.3 (C,
C2), 113.3 (CH, Ce), 123.1 (CH, C4), 128.7 (CH, C5), 133.9 (CH, Cs), 154.3
(C, C1), 205.8 (C, Cs) ppm

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

1-(2-Bromo-4-fluorofenoxi)propan-2-ona (51b)
Férmula empirica: CoHsBrFO2
Aspecto Fisico: Sélido Blanco
Rendimiento: 92%

R: (30% Et20/hexano): 0.29

Peso Molecular: 247.06 g/mol Pf: 67-68 °C

IR (KBr): v 3401, 3055, 2306, 1730, 1722, 1594, 1489, 1361, 1192, 1171,
1066, 866 cm'!

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.36 (s, 3H, Ho), 4.52 (s, 2H, Hq), 6.75
(dd, 3n = 9.0 Hz, 4Jru = 4.6 Hz, 1H, He), 6.98 (ddd, 3un = 9.0 Hz, 3Jru
= 7.7 Hz, Jun = 3.0 Hz, 1H, Hs), 7.34 (dd, 3Jru = 7.7 Hz, */un = 3.0, 1H,
Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 27.0 (CHs, Co), 74.5 (CHs, C7), 112.6 (d,
3Jrc = 9.9 Hz, C, C2), 114.2 (d, 3Jrc = 8.6 Hz, CH, Co), 115.0 (d, 2rc =
22.9 Hz, CH, Cs), 121.0 (d, 2Jrc = 25.8 Hz, CH, Cs), 151.0 (d, *Jrc = 2.6
Hz, C, C1), 157.4 (d, 'JJic = 244.5 Hz, C, Ca), 205.3 (C, Cs) ppm
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Capitulo 4

HRMS (ESI*, m/z (CoHsBrFNaOs)* (M+Na)*: calculada 268.9584,
encontrada: 268.9578

1-(2-Bromo-4-metilfenoxi)propan-2-ona (51c)

Férmula empirica: Ci10H11BrO:
7% o Aspecto Fisico: S6lido amarillento
10/@0 Rendimiento: 83%
s FB: (30% Et20/hexano): 0.34
Peso Molecular: 243.10 g/mol Pf: 47-49 °C

IR (KBr): v 3055, 2925, 1724, 1606, 1496, 1359, 1290, 1240, 1155, 1071,
1040 cm't

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.28 (s, 3H, Hio), 2.36 (s, 3H, Ho), 4.51
(s, 2H, H7), 6.66 (d, 3un = 8.3 Hz, 1H, He), 7.03 (ddd, 3fun = 8.3 Hz, *Jun
=2.0 Hz, un = 0.6 Hz, 1H, Hs), 7.39 (d, Jun = 1.6 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 20.3 (CHs, Ci0), 27.1 (CHs, Co), 74.1
(CHz, C7), 112.0 (C, C2), 118.2 (CH, Ce), 129.1 (CH, Cs), 132.9 (C, Cy),
134.2 (CH, Cs), 152.2 (C, C1), 206.1 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z) (CioH1:BrNaO2)* (M+Na)*: calculada 264.9835,
encontrada: 264.9807

1-((3-Bromopiridin-2-il)oxi)propan-2-ona (51d)
Férmula empirica: CsHsBrNOz
Aspecto Fisico: Sélido anaranjado
Rendimiento: 97%

E: (10% MeOH/CH2Cl»): 0.64

Peso Molecular: 230.06 g/mol Pf: 101-103 °C

IR (KBr): v 3055, 2987, 1738, 1656, 1738, 1656, 1603, 1527, 1422, 14086,
1371, 1233, 1174, 1127, 852 cm'!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.16 (s, 3H, Ho), 4.69 (s, 2H, H»), 6.03
(t, 3fun = 7.0 Hz, 1H, Hs), 7.18 (dd, 3Jun = 6.9 Hz, 4/un = 1.8 Hz 1H, He),
7.67 (dd, 3fun = 7.1 Hz, 4Jun = 1.8 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 27.2 (CHs, Co), 59.1 (CHs, C7), 106.2 (CH,
Cs), 116.4 (C, Cs), 137.7 (CH, Ce), 142.3 (CH, C4), 158.8 (C, C2), 200.3 (C,
CO) ppm
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Parte Experimental

HRMS (ESI*, m/2 (CsHsBrNNaOs)* (M+Na)*: calculada 251.9631,
encontrada: 251.9630

1-(2-Bromo-5-metoxifenoxi)propan-2-ona (51e)

Férmula empirica: Ci0H1:1BrOs
0 Aspecto Fisico: S6lido blanco
MeO (o)
10 \@ Rendimiento: 92%
2 R: (50% AcOEt/hexano): 0.68
Peso Molecular: 259.10 g/mol Pf: 62-64 °C

IR (KBr): v 2840, 1734, 1722, 1586, 1488, 1421, 1360, 1307, 1201, 1169,
1067, 1025 cm'!

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.32 (s, 3H, Ho), 3.73 (s, 3H, Hio), 4.47
(s, 2H, H7), 6.30 (d, */un = 2.7 Hz, 1H, He), 6.41 (dd, 3un = 8.7 Hz, 4fun =
2.7 Hz, 1H, Hy), 7.39 (d, 3Jun = 8.7 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 26.9 (CHs, Co), 55.6 (CHs, Ci0), 73.6
(CH2, Cv), 101.1 (CH, Ce), 102.7 (C, C2), 107.2 (CH, C4), 133.5 (CH, Cs),
154.8 (C, Cv), 160.2 (C, Cs), 205.4 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z (CioH11BrNaOs)* (M+Na)*: calculada 280.9784,
encontrada: 280.9792

1-(6-Bromo-2,3-difluorofenoxi)propan-2-ona (57)
Férmula empirica: CoH7BrF202
Aspecto Fisico: Aceite anaranjado
Rendimiento: 90%

R: (20% AcOEt/hexano): 0.44

Peso Molecular: 265.05 g/mol

IR (KBr): v 3461, 3094, 2921, 1741, 1724, 1612, 1588, 1485, 1462, 1429,
1360, 1297, 1208, 1179, 1058, 1019, 991, 975, 881, 801 cm'!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.35 (s, 3H, Ho), 4.64 (d, 5Jra = 0.9 Hz,
2H, H7), 6.74-6.92 (m, 1H, Hy), 7.26 (ddd, 3Jun = 9.2 Hz, 4Jru = 5.4, 5Jru
= 2.4 Hz, 1H, Hs) ppm
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13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 26.7 (CHs, Co), 77.5 (d, *Jrc = 4.8 Hz,
CHs, C7), 111.1 (d, 3rc = 3.6 Hz, C, Ce), 112.9 (d, 2Jrc = 18.4 Hz, CH,
Cy), 127.2 (dd, 3Jrc = 7.4 Hz, 4Jic = 4.2 Hz, C, Cs), 144.5 (dd, rc = 251.8
Hz, 2Jic = 14.8 Hz, C, Cg), 144.8 (d, 2Jrc = 7.3 Hz, C, C1), 150.8 (dd, rc
= 250.3 Hz, 2Jvc = 11.5 Hz, C, Cs), 204.1 (C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (CoH7BrF:NaO2)* (M+Na)*: calculada 286.9490,
encontrada: 286.9480

1-(2-Bromofenoxi)propan-2-amina (52a)
Férmula empirica: CoH:12BrNO
;H\NHZ Aspecto Fisico: Aceite incoloro
©j Rendimiento: 36%
— B (10% MeOH/CH:CLy): 0.29

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.18 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H, Hy), 1.71
(sa, 2H, NHy), 3.30-3.46 (m, 1H, Hs), 3.70 (dd, 2Jin = 8.8 Hz, 3un = 7.6
Hz, 1H, H7), 3.92 (dd, 2./un = 8.8 Hz, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H7), 6.76-6.91 (m,
2H, He y Ha), 7.23 (td, , 3un = 8.3 Hz, 4Jun = 1.5 Hz 1H, Hs), 7.51 (dd,
3un = 7.9 Hz, 4Jun = 1.5 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 19.8 (CHs, Co), 46.4 (CH, Cs), 75.6 (CHs,
C7), 112.4 (C, Cg), 113.5 (CH, Ce), 122.1 (CH, Cs), 128.5 (CH, Cs), 133.4
(CH, Cs), 155.2 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*, m/z2 (CeHisBrNO)* (M+H)*: calculada 230.0175,
encontrada: 230.0141

Peso Molecular: 230.10 g/mol
[a]3? = + 6.4 (¢ 0.5, EtOH) [para (.9-52a en >99% el

1-(2-Bromo-4-fluorofenoxi)propan-2-amina (52b)

Foérmula empirica: CoH11BrFNO
7KL NH, Aspecto Fisico: Aceite incoloro
@jo Rendimiento: 39%
morE R: (10% MeOH/CH:Cl): 0.24
Peso Molecular: 247.06 g/mol
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1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.17 (d, 3Jun = 6.5, 3H, Ho), 2.67 (sa,
2H, NHy), 3.31-3.46 (m, 1H, Hy), 3.68 (t, 2un = 8.8, 3.un = 8.8, 1H, H»),
3.88 (dd, 2/un = 8.8 Hz, 3.Jun = 4.0, 1H, H»), 6.78 (dd, 3un = 9.0 Hz, *Jur
= 4.8 Hz, 1H, He), 6.86-6.96 (m, 1H, Hs), 7.22 (dd, 3Jur = 7.8 Hz, 4Jun =
2.9, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 19.2 (CHs, Co), 46.4 (CH, Cs), 75.8 (CHs,
C7), 112.4 (d, 3/rc = 9.9 Hz, C, C2), 114.1 (d, 3/irc = 8.5 Hz, CH, Ce), 114.8
(d, 2Jvc = 22.6 Hz, CH, Cs), 120.3 (d, 2Jrc = 25.8 Hz, CH, Cs), 151.7 (d,
4frc = 2.4 Hz, C, C1), 156.7 (d, 'frc = 243.3 Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*Y, m/2 (CoHi:BrFNO)* (M+H)*: calculada 248.0081,
encontrada: 248.0048

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = + 2.5 (¢ 1, EtOH) [para (9-52b en
>99% eel

1-(2-Bromo-4-metilfenoxi)propan-2-amina (52c)

Férmula empirica: C10H14BrNO
7')\NH2

Aspecto Fisico: Aceite incoloro

0
/@E Rendimiento: 31%
10
2 "Br

BR: (10% MeOH/CH2Cl2): 0.29
Peso Molecular: 244.13 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.16 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 3H, Ho), 1.84
(sa, 2H, NHb»), 2.24 (s, 3H, Hio), 3.27-3.45 (m, 1H, Hs), 3.66 (dd, 2Jun =
8.9 Hz, 3Jun = 7.4 Hz, 1H, H7), 3.89 (dd, 2uu = 8.9 Hz, 3Jun = 4.0 Hz, 1H,
H7), 6.74 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 1H, He), 7.00 (dd, 3un = 8.3 Hz, */un = 0.9
Hz, 1H, Hs), 7.32 (s, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 19.3 (CHs, Cs), 20.2 (CHs, Cio), 46.4 (CH,
Cs), 75.3 (CHz, H7), 112.0 (C, C2), 113.6 (CH, Ce), 128.9 (CH, C5), 131.8
(C, Cw), 133.6 (CH, Cs), 152.9 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CioH1:BrNO)* (M+H)*: calculada 244.0332,
encontrada: 244.0297

[a]3’ = + 6.4 (¢ 1, EtOH) [para (9)-52¢ en >99% eel
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1-((3-Bromopiridin-2-ioxi)propan-2-amina (52d)
Férmula empirica: CsH1:BrN20O

Aspecto Fisico: Aceite viscoso amarillento
Rendimiento: 68%

R: (10% MeOH/CH:Cly): 0.22

Peso Molecular: 231.09 g/mol

IR (KBr): v 3419, 3093, 2345, 2177, 1706, 1648, 1583, 1530, 1427, 1396,
1327, 1240, 1121, 1056, 1021, 976, 866, 855 cm™!

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.16 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H, Ho), 2.15
(sa, 2H, NH>), 3.39-3.52 (m, 1H, Hs), 3.69 (dd, 2Juu = 12.9 Hz, 3Jun = 8.1
Hz, 1H, H7), 4.07 (dd, 2/un = 12.9 Hz, 3Jun = 4.7 Hz, 1H, H»), 6.07 (t, 3/un
= 7.0 Hz, 1H, Hs), 7.35 (dd, 3Jun = 6.9 Hz, “/un = 1.9 Hz 1H, He), 7.74
(dd, 3Jun = 7.1 Hz, 4fun = 1.9 Hz, 1H, H4) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 21.3 (CHs, Co), 45.8 (CH, Cs), 59.1 (CHs,
C7), 105.8 (CH, Cs), 116.9 (C, Cs), 138.2 (CH, C¢), 141.8 (CH, C4), 159.3
(C, C2) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CsH1:BrN:NaO)* (M+Na)*: calculada 252.9947,
encontrada: 252.9945

[a]d’ = + 31.5 (¢ 0.5, EtOH) [para (9)-52d en >99% eel

1-(2-Bromo-5-metoxifenoxi)propan-2-amina (52e)

Férmula empirica: C10H14BrO2
7H\NH2

Aspecto Fisico: Aceite incoloro

MeO 0 o
\CE Rendimiento: 66%
2 Br

R: (50% AcOEt/hexano): 0.38
Peso Molecular: 260.13 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.24 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 3H, Ho), 2.68
(sa, 2H, NH»), 3.39-3.52 (m, 1H, Hs), 3.70-3.79 (m, 1H, H7), senal
solapada con 3.77 (s, 3H, OMe), 3.95 (dd, 2Juu = 8.9 Hz, 3Jun = 4.0 Hz,
1H, H7), 6.39 (dd, 3Jun = 8.7 Hz, 4Jun = 2.7 Hz, 1H, H4), 6.49 (d, *Jun =
2.7 Hz, 1H, Hy), 7.38 (d, %/ = 8.7 Hz, 1H, H) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 15.3 (CHs, Co), 48.4 (CH, Cs), 55.9 (CHs,
OMe), 69.9 (CHz, C7), 102.1 (CH, Ce), 103.1 (C, C2), 108.8 (CH, Ca), 133.3
(CH, C»), 154.5 (C, Cv), 160.3 (C, C5) ppm
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HRMS (ESI*, m/2 (CioH15BrNOg2)* (M+H)*: calculada 260.0281,
encontrada: 260.0275

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = + (¢, EtOH) [para (9)-52e en >99%
eel

Separacién analitica de 52e (HPLC):

Columna: Chiralpak ADH Temperatura: 30 °C
Eluyente: n-hexano/2-propanol 95:5 Flyjo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (£) = 20.2 min, & (S) = 25.4 min

1-(6-Bromo-2,3-difluorofenoxi)propan-2-amina (58)

(L Férmula empirica: CoH10BrF:NO
NH,

o7 Aspecto Fisico: Aceite amarillento

F 2 o) L
1 Rendimiento: 55%
Br

R: (10% MeOH/CH:Cly): 0.41
Peso Molecular: 266.08 g/mol

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.26 (d, 3/un = 6.6 Hz, 3H, Ho), 3.28
(sa, 2H, NH2), 3.42-3.57 (m, 1H, Hs), 3.90-4.02 (m, 1H, H7), 4.16 (ddd,
2Jun = 9.3 Hz, 3Jun = 3.9 Hz, 5 = 1.3 Hz, 1H, H7), 6.82 (td, 3Jrm = 9.2
Hz, 3Jun = 7.6, 4Jru = 7.6 Hz, 1H, Hy), 7.25 (ddd, 3Jun = 7.6 Hz, 4Jrm =
4.9, 5Jur = 2.5 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 15.1 (CHs, Co), 48.7 (CH, Cs), 74.3 (d,
4.Jvc = 4.6 Hz, CHz, C7), 111.7 (d, 3Jrc = 3.8 Hz, C, Co), 113.8 (d, 2Jkc =
18.4 Hz, CH, C4), 127.2 (dd, 3Jrc = 7.4 Hz, 4Jrc = 4.2 Hz, C, Cs), 144.3
(dd, 2rc = 10.1 Hz, 3rc = 1.8 Hz, C, C1), 145.0 (dd, 'efic = 252.5 Hz, 2Jrc
= 14.5 Hz, C, C2), 150.7 (dd, 'efrc = 250.8 Hz, 2Jic = 11.3 Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/z (CoH7BrFa:NaOs)* (M+Na)*: calculada 286.9490,
encontrada: 286.9480

Rotacién Optica Especifica: [a]2’ = +4.8 (¢ 0.4, EtOH) [para (9-58 en
>99% eel
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3-Metil-3,4-dihidro-2H-1,4-benzo[ bloxazina (42a)

Férmula empirica: CoH11NO

o

@: j3\ Aspecto Fisico: Aceite amarillento
N

H Rendimiento: 80% (245 mg)

E: (20% Et:0/hexano): 0.22
Peso Molecular: 149.19 g/mol

IR (NaCl): v 3384, 3052, 2974, 2874, 2358, 1608, 1590, 1501, 1436, 1346,
1309, 1209, 1122, 1045, 876 cm™

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6§ 1.20 (d, 3.fun = 6.4 Hz, 3H, Ho), 3.47-
3.61 (m, 1H, Hs), 3.69 (sa, 1H, NH), 3.82 (dd, 2un = 10.4 Hz, 3Jun = 8.1
Hz, 1H, H2), 4.23 (dd, 2Jun = 10.4 Hz, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, H»), 6.64 (dd,
SJun = 7.7 Hz, 4Jun = 1.5 Hz, 1H, Ar), 6.73 (td, 3Jun = 7.6, 4Jun = 1.5 Hz,
1H, Ar), 6.83 (dd, 3Jun = 7.5 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H, Ar), 6.89 (dd, 3un =
7.9, 4Jun = 1.4 Hz, 1H, Ar) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.7 (CHs, Co), 45.0 (CH, Cs), 70.6 (CHs,
C2), 115.4 (CH, Ar), 116.4 (CH, Ar), 118.6 (CH, Ar), 121.3 (CH, Avr),
133.6 (C, Csa), 143.6 (C, Csa) ppm

HRMS (ESI¥, m/2) (CoH1:NO)* (M+H)*: calculada 150.0913, encontrada:
150.0931

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —17.6 (¢ 0.5, CHCl) [para (®)-42a en
>99% el [lit. [a]3® = —19 (¢ 1.3, CHCls) para (R)-42a en 97% ee]188

Separacién analitica de 42a (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 90:10 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: fr () = 16.6 min, & (5 = 19.8 min
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6-Fluoro-3-metil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzo[ bloxazina (42b)
Férmula empirica: CoH10FNO

/@EOJ\ Aspecto Fisico: Aceite amarillento
6 3
F N Rendimiento: 61%

R: (60% AcOEt/hexano):
Peso Molecular: 167.18 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.17 (d, 3.Jun = 6.4 Hz, 3H, Ho), 3.45-
3.60 (m, 1H, Hs), 3.72 (dd, 2Jun = 10.5 Hz, 3Jun = 8.0 Hz, 1H, H»), 3.75
(sa, 1H, NH), 4.15 (dd, 2fm = 10.5 Hz, 3un = 2.8 Hz, 1H, Hs), 6.25-6.36
(m, 2H, Hs y H7), 6.69 (dd, 3Jun = 8.6, */ru = 5.4 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.8 (CHs, Co), 45.2 (CH, Cs), 70.6 (CHz,
Cs), 101.7 (d, 2Jrc = 26.6 Hz, CH, Cs), 104.3 (d, 2Jrc = 23.3 Hz, CH, C»),
116.8 (d, 3rc = 9.7 Hz, CH, Cs), 134.4 (d, 3ic = 10.8 Hz, C, C1), 139.6
(C, Csa), 157.9 (d, 1Jic = 236.6 Hz, C, Ce) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (CoH12NO)+* (M+H)*: calculada 168.0819, encontrada:
168.0823

3,7-Dimetil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzol lloxazina (42c)

Férmula empirica: Cio0Hi1sNO

/@Oj\ Aspecto Fisico: Aceite amarillento
3
N

o A Rendimiento: 66%
R: (40% AcOEt/hexano):
Peso Molecular: 163.22 g/mol

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.18 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, Hy), 2.23 (s,
3H, Huo), 3.46-3.60 (m, 1H, Hs), 3.61 (sa, 1H, NH), 3.75 (dd, 2Jun = 10.4
Hz, 3un = 8.0 Hz, 1H, H»), 4.17 (dd, 2Jun = 10.4 Hz, 3Jun = 2.8 Hz, 1H,
H»), 6.42 (d, 4Jun = 1.5 Hz, 1H, Hs), 6.48 (dd, 3Jun = 8.1 Hz, *Juu = 1.5
Hz, 1H, H7), 6.70 (d, 3un = 8.1 Hz, 1H, Hs) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.9 (CHs, Co), 20.8 (CHs, Ci0), 45.3 (CH,
Cs), 70.8 (CHs, C2), 116.0 (CH, Ar), 116.3 (CH, Ar), 119.4 (CH, Ar), 130.8
(C, Ce), 133.2 (C, Cua), 141.6 (C, Csa) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C10H1aNO)* (M+H)*: calculada 164.1070, encontrada:
164.1075
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7,8-Difluoro-3-metil-3,4-dihidro-2 H-1,4-benzolbloxazina (42¢)

e Férmula empirica: CoHoF2NO

F\C[O Aspecto Fisico: Aceite amarillento
6 H]% Rendimiento: 86% (29 mg)

R: (40% AcOEt/hexano): 0.43

Peso Molecular: 185.17 g/mol

IR (NaCD: v 3392, 3054, 2986, 2359, 1653, 1616, 1559, 1506, 1419, 1227,
1064, 931 cm™

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.19 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, Ho), 3.42-
3.57 (m, 1H, Hs), 3.62 (sa, 1H, NH), 3.78 (dd, 2Jun = 10.4 Hz, 3Juu = 8.2
Hz, 1H, Hs), 4.28 (dd, 2Jun = 10.5 Hz, 3.Jun = 2.8 Hz, 1H, Ho), 6.25 (ddd,
3Jun = 9.0 Hz, 4fru = 4.8, 5Jru = 2.3 Hz, 1H, Hs), 6.55 (ddd, 3Jun = 9.0 Hz,
S = 9.9, 4fru = 7.8 Hz, 1H, He) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.6 (CHs, Co), 45.0 (CH, Cs), 77.1 (CHs,
Cs2), 107.9 (d, 2rc = 18.4 Hz, CH, Ce), 108.6 (dd, 3Jic = 7.5 Hz, 4Jic = 3.9
Hz, CH, Cs), 131.0 (d, 3frc = 1.9 Hz, C, Csa), 133.5 (dd, 2Jrc = 10.7 Hz,
3 = 2.9 Hz, C, Csa), 140.8 (dd, 'efrc = 244.1 Hz, 2Jic = 15.6 Hz, C, C),
144.3 (dd, 'efrc = 236.9 Hz, 2Jic = 10.6 Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CoH10FeNO)* (M+H)*: calculada 186.0725,
encontrada: 186.0752

Rotacién Optica Especifica: [a]2° = —8.6 (¢ 1.3, CH:Cl2) [para (9)-42e en
>99% eel [lit. [a]3’ = —9.1 (¢ 1.3, CHCls) para (R)-42a en 97% eel] 1%+
Separacién analitica de 42e (HPLC):

Columna: Chiralcel OJ-H Temperatura: 30 °C
Eluyente: m-hexano/2-propanol 95:5 Flujo: 0.8 mL/min
Tiempos de retencién: & (S = 24.4 min, & (&) = 26.7 min
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Introduccion

Aunque ya han sido utilizadas en la parte final del Bloque II, la
introduccion de los distintos aspectos que afectan al mecanismo de
accion de las transaminasas para la preparacién de aminas épticamente
puras precisa de una discusién maéas amplia. Se ha considerado esta
introduccién del Bloque III como el lugar idéneo para abordar este tema
por tratarse de las enzimas en las que se basan los estudios de la fase
final de esta Tesis Doctoral.

II1.1. ®-Transaminasas: Biocatalizadores para la
Sintesis de Aminas Quirales

Las transaminasas, también denominadas aminotransferasas (EC.
2.6.1.X), son enzimas dependientes de piridoxal-5-fosfato (PLP) que
juegan un papel muy importante en la naturaleza para la sintesis y

degradaciéon de aminas y aminoacidos 6pticamente activos.204

Desde un punto de vista quimico, su desarrollo se inicié con
procesos catalizados por células enteras, lo que permitia el reciclaje del
cofactor, y su aplicacién se acrecenté al expirar las correspondientes
patentes y publicarse las primeras investigaciones académicas.20 Su
uso como biocatalizadores en la sintesis de aminas quirales a partir de

cetonas ha experimentado un gran auge en los ultimos afos.206

204 M. Hohne, U. T. Bornscheuer, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K.
Drauz, H. Gréger, O. May, 3% Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 779-820.

205 g) D. I. Stirling, G. W. Matcham, A. L. Zeitlin, United States Patent 5,300,437
Celgene Corporation 1994; b) J.-S. Shin, B.-G. Kim, Biotechnol. Bioeng. 1997, 55, 348-
358.

206 Revisiones bibliograficas recientes: a) W. Kroutil, E.-M. Fischereder, C. S. Fuchs, H.
Lechner, F. G. Mutti, D. Pressnitz, A. Rajagopalan, J. H. Sattler, R. C. Simon, E. Siirola,
Org. Process Res. Dev. 2013, 17, 751-759; b) M. S. Malik, E.-S. Park, J.-S. Shin, Appl.
Microbiol. Biotechnol 2012, 94, 1163-1171; ¢) S. Mathew, H. Yun, ACS Catal 2012, 2,
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Globalmente, durante la transaminacion tiene lugar la transferencia del
grupo amino de un dador de amino al grupo carbonilico de un a-
cetoacido, una cetona o un aldehido que actiia como aceptor de amino
(Esquema 105). En el ciclo catalitico, el PLP se convierte inicialmente
en piridoxamina-5-fosfato (PMP) a expensas del dador de amino. El
PMP actia entonces como intermediario transfiriendo el grupo amino al
sustrato y liberando de nuevo el PLP.

(@) NH,
R1J\R2 transaminasa RITR2
Sustrato Producto

aceptor de amina HN Ox
OH OH
+ ®O | AN ®o | AN +
Nig N7

o PMP PLP NH,
R3JLR4 R3J\R4

® = Fosfato

Co-producto dador de amino

Esquema 105. Principio de transaminacién catalizado por una transaminasa.

Esta clase de enzimas se puede dividir en cuatro subgrupos, de los
cuales los I, III y IV engloban enzimas que exclusivamente transfieren
el grupo amino unido a un carbono en posiciéon a de los aminoacidos,
motivo por el cual se las conoce como o-transaminasas (a-TAs). Por el
contrario, no existe tal limitacién en las enzimas del subgrupo II,
denominadas w-transaminasas (0-TAs), que pueden transferir el grupo
amino desde un atomo de carbono que no soporte al grupo carboxilico.207
Esto hace que la especificidad de sustrato de las ©-TAs sea
considerablemente mas amplia que la correspondiente de las a-TAs.

En funcién del material de partida (amina o cetona), las &-TAs
pueden utilizadarse en desaminaciones oxidativas enantioselectivas, o
alternativamente en aminaciones reductivas estereoselectivas. En el

primer caso tiene lugar una resolucién cinética mientras que, en el

993-1001; d) D. Koszelewski, K. Tauber, K. Faber, W. Kroutil, Trends Biotechnol. 2010,
28, 324-332; e) M. Hohne, U. T. Bornscheuer, ChemCatChem 2009, 1, 42-51.
207 P, Christen, D. E. Metzler, Transaminases 1985, Wiley, New York.
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segundo, se da la transformacién de una cetona proquiral generandose
un centro quiral en un proceso sintético asimétrico (Esquema 106), lo
que supone una ventaja en cuanto al rendimiento teérico del proceso
(100%) respecto al de las resoluciones (50%).2°8 Ademaés, la reaccién de
transaminacién es de gran interés tanto académico como industrial
debido a la mayor accesibilidad comercial de las cetonas frente a las

aminas.

NH; NH,

R1/:\R2 o-Transaminasa R1/:\R2
Resolucion + / \'
Cinética (KR) NH,

(@) NH,

RO ACOZH /kCOZH R

>:O+

10 o-Transaminasa NH,
Sintesis J\ - J\
Asimétrica R “R2 /_\' R R2
NH, O
R2J\R3 R2J\R3

Esquema 106. Estrategias de accién de las ©-TAs para la preparacién de

aminas quirales.

La enantioselectividad natural de gran parte de las ®-TAs
encontradas en muy diversas bacterias es especifica hacia el
enantiémero (S), a pesar de lo cual cada vez existen méas ejemplos
descritos de enzimas (&)-selectivas, lo que garantiza la posibilidad de

obtener ambos enantiémeros de la amina.2%?

En lo que respecta a los grupos prostéticos de la catalisis, tanto el
PMP como el PLP pertenecen a la familia de la vitamina Bs (Esquema
107). Ademas de emplearse como co-enzimas en los procesos de
transaminacién en sistemas biolégicos, existen también numerosos

ejemplos en la bibliografia en los que se han sintetizado gran variedad

208 M. Shon, R. Shanmugavel, G. Shin, S. Mathew, S.-H. Lee, H. Yun, Chem. Commun.
2014, 50, 12680-12683.
209 E.-S. Park, M. S. Malik, J.-Y. Dong, J.-S. Shin, ChemCatChem 2013, 5, 1734-1738.
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de analogos quirales de piridoxamina para su estudio como
biomiméticos en procesos de transaminacién asimétrica, actuando como

transaminasas artificiales.210

H OH H
HOS © HO™ S HO™ NS ©
—
N7 > CH, N™ “CHy N7 > CH,
PM (piridoxamina) PL (piridoxal) (piridoxina)
HoN CHO
OH ~ OH
H,0,PO” >0 X K
[ )
N~ “CHs N "CH,
PMP PLP

Esquema 107. Componentes de la vitamina Bg (arriba) y sus derivados
fosforilados (PMP y PLP, abajo).

III.2. Aspectos Mecanisticos de las ®-Transaminasas

Como se ha comentado en el apartado anterior, el mediador del
proceso de transaminacién es el grupo prostético PLP, el cual actia
como transporte molecular del amoniaco y los electrones interviniendo
asi en la transferencia del grupo amino entre el dador y el aceptor
(cetona o aldehido). La secuencia de reaccién detallada se describe en el
Esquema 108 y comienza con el cofactor unido a un residuo de lisina de
la enzima formando una base de Schiff, la aldimina interna (intermedio
E-PLP). En una primera fase, el grupo amino del dador se transfiere al
cofactor por medio de la aldimina externa (intermedio E-PLP-Alanina) y
tienen lugar una serie de reagrupamientos para formarse el fosfato de
piridoxamina (intermedio E-PMP), liberdndose la forma ceto del dador,
en este caso el piruvato. El grupo amino de este intermedio se transfiere
a la molécula aceptora (la cetona) evolucionando hasta la formacién de
una nueva aldimina externa (intermedio E-PLP-amina) a través de un

desplazamiento de hidrégeno [1,3] promovido por la transaminasa. En

210y, Xie, H. Pan, M. Liu, X. Xiao, Y. Shi, Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 1740-1748.
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un ultimo paso, dicho intermedio se hidroliza generando la amina,

producto de la reaccidn, a la par que se regenera el piridoxal fosfato.2!!

E-PLP - -
Aldimina interna E—_F’L_P»Alanlna E—PMPTF’l.ruvato
L-Ala Aldimina externa Cetimina

Lys

zo,P A

Aspiglu O H

H
E-PLP-amina E-PMP-cetona : .E-PMP,
Aldimina externa Cetimina Piridoxamina
Esquema 108. Mecanismo de accién de las o-TAs.

Todos los pasos de esta secuencia mecanistica son reversibles, lo
que implica que el intermedio piridoxamina (E-PMP) podria también
evolucionar en el sentido contrario transfiriéndose el grupo amino a la
molécula dadora original y regenerandose los reactivos de partida. En
esta introduccién se describiran brevemente algunas de las estrategias
comunmente empleadas para favorecer termodinamicamente el

equilibrio hacia la formacién de la amina deseada.

Recientemente, estudios de !N-RMN en estado sb6lido sobre
diversas transaminasas han evidenciado la protonacién del nitrégeno

del PLP, una etapa de activacion considerada como prerequisito para el

211 S, Willies, Practical Methods for Biocatalysis and Biotransformations 2, Eds. J.
Whittall, P. W. Sutton, 15t Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 61-64
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paso inicial en la catalisis enzimatica.?’? En dicho estudio se propone,
ademas, la Orprotonacién como mecanismo alternativo de activacion del
PLP en aquellas enzimas para las que la N-protonacion es inviable, ya
que no todas las enzimas dependientes de PLP requieren de la
electrofilia del anillo de piridina protonado para progresar hacia la
formacion de los intermedios carbanidnicos.?!3 De hecho, se ha
propuesto que la modulacién de la electrofilia de este grupo ejerce gran
influencia en el control de la especificidad de las reacciones catalizadas

por este tipo de enzimas.

ITI.3. Sistemas de Regeneraciéon. Desplazando el
Equilibrio.

En las reacciones de transaminacién que parten de una cetona
proquiral ocurre que el equilibrio del proceso se encuentra
termodindmicamente desfavorecido hacia la formaciéon de la amina, lo
que representa una de las principales causas del desarrollo tardio de los
procesos de sintesis asimétrica con transaminasas. Junto al problema
del equilibrio, existen también limitaciones en la reactividad de las
transaminasas debidas a su inhibicién por parte de los productos o

subproductos de la reaccién enzimatica.

Una metodologia eficaz para desplazar las reacciones y favorecer la
evolucién del sistema hacia la formacion de los productos finales
consiste en la retirada continua de los intermedios presentes en el
equilibrio, lo que ademads evitaria problemas relativos a la inhibicién de
las enzimas. Shim y Kim utilizaron esta estrategia por primera vez en
la reaccion de transaminaciéon entre acetofenona y L-alanina, con la
transaminasa de Vibrio fluvialis JS17 ejerciendo las funciones de
biocatalizador e incorporando en el medio la LDH para eliminar el

212 M. Chan-Huot, A. Dos, R. Zander, S. Sharif, P. M. Tolstoy, S. Compton, E. Fogle, M.
D. Toney, I. Shenderovich, G. S. Denisov, H.-H. Limbach, . Am. Chem. Soc. 2013, 135,
18160-18175.

213 W. R. Griswold, M. D. Toney, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 14823-14830.
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piruvato (Esquema 109).2'4 Los mejores resultados se obtuvieron en las
reacciones con células enteras, argumentando que el uso del extracto
libre de LDH requeria un sistema de regeneracion del NADH, lo que

incrementaba la complejidad del sistema.

NH,

(0]
(S)-TA
+ L-alanina + piruvato

Esquema 109. Reaccién de transaminacién de la acetofenona para formar (S)-
metilbenzilamina.

El éxito de esta metodologia de acceso a los productos de aminacién
ha llevado al desarrollo de diversas alternativas, como la eliminacién de
co-productos volatiles, la variaciéon de los dadores de amino,?!5 el uso de
cascadas multienzimaticas?'® o de reacciones espontdneas no
enzimaticas.?!” Entre ellas, destaca el desplazamiento del equilibrio
eliminando el piruvato de la reaccion mediante el acoplamiento de una
segunda reaccidén enzimatica en la que se generen, a partir del mismo,
subproductos de facil supresiéon como el acido lactico en el caso de la
LDH o el acetaldehido y CO2 empleando la piruvato descarboxilasa
(PDC, Esquema 110). En lugar de eliminarlo, también es posible
reciclar el piruvato como en el caso de la alanina deshidrogenasa
(AlaDH) donde se genera sencillamente agua como subproducto, a la vez
que se transforma el piruvato en la alanina. Este Gltimo sistema evita,
ademas, la necesidad de emplear cantidades equimoleculares de
alanina, ya que el propio sistema de eliminacién del piruvato regenera

este dador de amino.

214 J -S. Shin, B.-G. Kim, Biotechnol. Bioeng. 1999, 65, 206-211.

215 A, P. Green, N. J. Turner, E. O'Reilly, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 10714-107117.
216 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.

217 R, C. Simon, N. Richter, E. Busto, W. Kroutil, ACS Catal. 2014, 4, 129-143.
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o o-TA, PLP NH,
R1J\R2 R1J\R2 lactato
deshidrogenasa OH
—_—
e oo
COH COH piruvato
i (0]
\/ descarboxilasa )J\ + CO,
H

H,O NH;
alanina deshidrogenasa

OH

+ C02

B ————— *

o

Esquema 110. Seleccién de técnicas de acoplamiento de enzimas para desplazar
el equilibrio hacia la formacién del producto en reacciones catalizadas por ®-

TAs.

Tal y como observaron Shin y Kim,2?* para hacer realmente
aplicables estos sistemas puede ser necesario el acoplamiento de una
tercera reaccién enzimatica que regenere el cofactor de los procesos
laterales, ya que tanto la LDH como la AlaDH son dependientes de
NADH. Otras veces, se precisa de esta tercera reaccién enzimatica para
eliminar del medio algin producto que cause la inhibicién de la

transaminasa.

Recientemente, el uso de un exceso de isopropilamina como dador
de amino ha suscitado gran interés para la comunidad investigadora.2!8
En un sentido practico, esta estrategia para desplazar el equilibrio tiene
un gran valor por el bajo precio de este compuesto y la elevada
volatilidad de la acetona generada como subproducto, ademés de no

requerir otras enzimas o cosustratos adicionales.

218 3) K. Fesko, K. Steiner, R. Breinbauer, H. Schwab, M. Schiirmannd, G. A.
Strohmeier, J. Mol. Catal. B-Enzym. 2013, 96, 103-110; b) H. Mallin, M. Héhne, U.T.
Bornscheuer, J. Biotechnol 2014, 191, 32-37; ¢) L. H. Andrade, W. Kroutil, T. F.
Jamison, Org. Lett. 2014, 16, 6092-6095.
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III.4. Nuevas Transaminasas. Evoluciéon Dirigida e
Inmovilizacién

El conocimiento en profundidad de los aspectos estructurales de las
enzimas es una de las mejores vias para el entendimiento de su
reactividad, ademas de establecer el punto de partida para un disefo

racional de los procesos de transaminacién.

En este contexto, la ingenieria de la secuencia de aminoacidos de las
proteinas y la introduccién de mutaciones en su estructura son
estrategias de tremenda utilidad para ampliar la capacidad de
aceptacion de un sustrato por parte una enzima dada e incluso superar
limitaciones relativas a problemas de inhibici6on.2® Savile vy
colaboradores demostraron el potencial de la ingenieria del centro activo
de una transaminasa con la aplicacién de esta técnica a la sintesis de la
sitagliptina (Esquema 111).220 La acomodacién del sustrato fue
excelente tras 27 mutaciones de la enzima nativa, obteniendo el

producto enantioméricamente puro y con conversiones casi completas.

F Arthrobacter mutante F
F PLP, pH 8.5 F
6 © 50% DMSO, 45 °C O NHy
N N
N ﬁ/\ N N Q'/\N
- -
FsC NH o) FsC
’ Prositagliptina )\2 )j\ ® (R)-Sitagliptina
>99.5% ee

90-95% conversion

Esquema 111. Sintesis de la (&)-sitagliptina empleando la transaminasa de
Arthrobacter sp. modificada.
La principal limitacién relacionada con la especificidad de sustrato
de las transaminasas radica en el hueco relativamente pequeno del

centro activo, que en muchos casos se encuentra restringido a un

219 G. A. Behrens, A. Hummel, S. K. Padhi, S. Schétzle, U. T. Bornscheuer, Adv. Synth.
Catal 2011, 353, 2191-2215.

220 C. K. Savile, J. M. Janey, E. C. Mundorff, J. C. Moore, S. Tam, W. R. Jarvis, J. C.
Colbeck, A. Krebber, F. J. Fleitz, J. Brands, P. N. Devine, G. W. Huisman, G. J. Hughes,
Science 2010, 329, 305-308.
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sustituyente no mayor que un metilo en la posicién adyacente a la
cetona. Para la consecuciéon del reconocimiento de la prositagliptina
como sustrato por parte de la w-TA de Arthrobacter sp. los autores
redisenaron los huecos de unién con el sustrato anulando las
interferencias estéricas presentes en la enzima nativa (Figura 32).
Frente a la sintesis quimica en la que estd involucrado un paso de
hidrogenaciéon asimétrica a altas presiones catalizado por rodio, la
aproximaciéon empleando transaminasas aporta un incremento del
rendimiento global del 13% y una reduccién de residuos generados del
19%, evitando el uso de metales de transicién y eliminando las elevadas

presiones de hidrégeno.

o

(a)

Figura 82. Alteracién del centro activo de la (B)-Arthrobacter: (a) interaccién de
la acetona con el centro activo nativo, consistente en un hueco grande (L, Jarge)
y uno pequeiio (S, small); (b) primera modificacién del hueco grande del centro
activo; (¢) segunda modificacién dirigida al hueco pequefio del centro activo
para la acomodacién de la prositagliptina.

Algunos afios antes, la evolucion dirigida se habia aplicado en el
aislamiento de una mutante de la Vibrio fluvialis JS17 con la intencién
de reducir la inhibicién de producto de cetonas alifaticas.22! Los autores
llegaron a resolver el 2-aminoheptano con excelente estereoselectividad
y, posteriormente, rediseflaron la especificidad de sustrato de la V.
fluvialis para la resolucién cinética de aminas alifaticas empleando
modelizacién de homologia y generando nuevas enzimas mutantes sin
observar pérdida en la actividad nativa frente a aminas aromaticas.222

Sin embargo, persistia la limitacion de la V. fluvialis para actuar como

221 H. Yun, B.-Y. Hwang, J.-H. Lee, B.-G. Kim, Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71, 4220-
4224.

222 B.-K. Cho, H.-Y. Park, J.-H. Seo, J. Kim, T.-J. Kang, B.-S. Lee, B.-G. Kim, Biotechnol.
Bioeng. 2008, 99, 275-284.
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catalizador en la transaminacion de o-hidroxicetonas y aril-alquil
cetonas con un sustituyente alquilico mas voluminoso que un grupo
metilo. Recientemente, esta restriccién se ha superado a través de un
estudio mutagénico realizado por Bornscheuer y colaboradores,
generando nuevas mutantes capaces de aceptar cetonas voluminosas,
incrementando la actividad enzimatica hasta 30 veces para la

preparacién de la (9-butilfenilamina y el (£)-fenilglicinol.22?

Al igual que para otras enzimas, la posibilidad de inmovilizar
transaminasas sobre soportes biocompatibles ofrece una serie de
ventajas, entre las que indudablemente destaca el aumento de
estabilidad y, por tanto, la mejora en la actividad enzimatica.??¢ Esta
estabilidad afecta directamente al medio de reaccién, abriendo la
posibilidad de usar ©-TAs en medio organico, lo cual facilita sus
aplicaciones sintéticas, especialmente en procesos industriales. En este
contexto, la inmovilizacién genera también un aumento de la
productividad al simplificar notablemente los protocolos de aislamiento
de los productos, pudiendo eliminarse el biocatalizador por simple
filtracién del crudo de reaccién, tras la cual la enzima puede ser

potencialmente reutilizable.

223 A. Nobili, F. Steffen-Munsberg, H. Kohls, I. Trentin, C. Schulzke, M. Hc¢hne, U. T.
Bornscheuer ChemCatChem 2015, 7, 757-760.

224 3) M. D. Truppo, H. Strotman, G. Hughes, ChemCatChem 2012, 4, 1071-1074; b) S.-
S. Yi, C.-w. Lee, J. Kim, D. Kyung, B.-G. Kim, Y.-S. Lee, Process Biochem. 2007, 42, 895-
898; ¢) H. Mallin, H. Hohne, U. T. Bornscheuer, J. Biotechnol. 2014, 191, 32-37; d) K.
Deepankumar, S. P. Nadarajan, S. Mathew, S.-G. Lee, T. H. Yoo, E. Y. Hong, B.-G. Kim,
H. Yun, ChemCatChem 2015, 7, 417-421.
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DESARROLLO DE PROCESOS DE
TRANSAMINACION DE PIRIDINAS HALOGENADAS
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Antecedentes

En este ultimo capitulo se estudiaran procesos de transaminacién
empleando como sustratos dos familias de piridinas halogenadas. En
primer lugar, se seleccionaran una serie de piridinas cloradas,
compuestos versatiles en los cuales la facilidad de sustitucion del atomo
de cloro por otros grupos reactivos abre gran amplitud de posibilidades
sintéticas. En una segunda parte se prepararan piridiletanaminas
fluoradas oépticamente activas, compuestos de gran interés por su
potencial aplicacion en la sintesis de estructuras mas complejas con
actividad biolégica.

5.1. Importancia de las Piridinas

La piridina y sus derivados son una familia de heterociclos
nitrogenados con unas caracteristicas quimicas muy atractivas por la
posibilidad de intervenir en transformaciones quimicas a través del

nitrégeno o del anillo aromatico.

Esta dualidad ha impulsado el desarrollo de aplicaciones muy
diversas. Entre ellas cabe destacar su actuacién como ligandos en
quimica de coordinacién,??5 en estructuras supramoleculares??6 o incluso
en organocatélisis,?2” como es el caso de la 4-(V, NFdimetilamino)piridina
(DMAP), uno de los catalizadores nucleofilicos mas populares en
reacciones quimicas de transferencia de grupos acilos.?28 En este punto,
son también dignas de mencién las investigaciones referentes a la
sintesis de andlogos de cofactores de nicotinamida (NADH y NADPH),
cuya aplicaciéon en las areas de Quimica Organica y Biocatalisis ha
despertado un gran interés debido al elevado coste de dichos cofactores

225 S, Lin, X. Lu, Org. Lett. 2010, 12, 2536-2539.

226 T. Smejkal, B. Breit, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 311-315.

227 B. Gao, Y. Zhao, J. Hu, J. Hu, Org. Chem. Front. 2015, 2, 163-168.

228 N. D. Rycke, F. Couty, O. R. P. David, Chem. Eur. J. 2011, 17, 12852-12871.
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naturales.??? La sustitucion del dinucleétido de adenina por un grupo
arilo o alquilo méas sencillo, asi como el cambio en el grupo funcional
amida del anillo de piridina son las bases sobre las que se asienta la
preparacién de estos miméticos para su empleo como cofactores en

procesos redox.

HO, OH NH,
N CO,Me NC._A_COEt
! P Me ~ |
B Me O N Me
OH Me
(b) antiinflamatorio (d) herbicida
\/Rj/V \©\/S( /(jﬁ)\NH
N02
(a) manzamina A c) antidiabetes (e) insecticida

Figura 33. Seleccién ilustrativa de ejemplos de derivados de piridina como
productos naturales (a), farmacos (b, c¢) y agroquimicos (d, e).

Sin embargo, el interés de las piridinas radica de una manera
especial en sus propiedades biolégicas. Asi, su esqueleto se encuentra
presente en multiples compuestos con diversa actividad farmacolédgica e
interés industrial (Figura 33).230 Muchos de ellos basan su actividad en
propiedades inhibitorias hacia distintas enzimas y, consecuentemente,
existe una gran variedad de estudios acerca de su aplicabilidad como

agentes terapéuticos.23! Asimismo, existen algunos ejemplos elegantes

229 C. E. Paul, I. W. C. E. Arends, F. Hollmann, ACS Catal. 2014, 4, 788-797.

230 g) C. Allais, J.-M. Grassot, J. Rodriguez, T. Constantieux, Chem. Rev. 2014, 114,
10829-10868; b) A. Dandia, R. Singh, S. Maheshwari, Curr. Org. Chem. 2014, 18, 2513-
2529.

231 Algunos ejemplos recientes: a) T. M. Kadayat, C. Park, K.-Y. Jun, T. B. T. Magar, G.
Bist, H. Y. Yoo, Y. Kwon, E.-S. Lee, Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 160-173; b) 1. A. Yule,
L. G. Czaplewski, S. Pommier, D. T. Davies, S. K. Narramore, C. W. G. Fishwick, Eur. /.
Med. Chem. 2014, 86, 31-38; ¢) O. Epstein, M. C. Bryan, A. C. Cheng, K. Derakhchan, T.
A. Dineen, D. Hickman, Z. Hua, J. B. Human, C. Kreiman, I. E. Marx, M. M. Weiss, R.
C. Wahl, P. H. Wen, D. A. Whittington, S. Wood, X. M. Zheng, R. T. Fremeau Jr., R. D.
White, V. F. Patel, J. Med. Chem. 2014, 57, 9796-9810; d) S. Riaz, I. U. Khan, M. Yar,
M. Ashraf, T. U. Rehman, A. Shaukat, S. B. Jamal, V. C. M. Duarte, M. J. Alves,
Bioorganic Chem. 2014, 57, 148-154.
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en la bibliografia en los que se ha analizado con detalle la interaccién
entre la molecula y el centro activo de las enzimas a las que inhiben.232
Por otra parte y en relaciéon con las piridinas que se estudiaran en la
segunda seccidn de este capitulo, la presencia de sustituyentes fluorados
en compuestos bioactivos estd actualmente muy extendida por los
efectos fisicoquimicos que este elemento produce en las moléculas de las

que forma parte (Figura 34).

OH

“(CH,)gSO(CH,)3CF,CF4

Levofloxacino
(antibidtico)

Fulvestrant
(anticarcinogénico)

Cl
Me F Me i N
Os__NH, <? CF, H | H, x
N CN Cl

N N K F,C~ N7 NH

\Q (0] Me
° ®
F MeO,S
Robalzotan Odanacatib Cl

(antidepresivo) (tratamiento de la osteoporosis) tratamiento del cancer

Figura 34. Seleccién de ejemplos de farmacos fluorados, algunos de ellos
conteniendo el esqueleto de piridina.

5.2. Biocatalisis Aplicada a la Sintesis de Derivados de
Piridina
Existen una gran variedad de estrategias eficientes para la

preparacién asimétrica de compuestos en cuya estructura se encuentra

presente el anillo de piridina, como procesos multicomponente o

232 g) I. Span, K. Wang, W. Eisenreich, A. Bacher, Y. Zhang, E. Oldfield, M. Groll, J. Am.
Chem. Soc. 2014, 136, 7926-7932; b) M. B. Shah, J. Pascual, Q. Zhang, C. D. Stout, J. R.
Halpert, Mol. Pharmacol. 2011, 80, 1047-1055.
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reacciones de cicloadicién catalizadas por metales.2302.233 Sin embargo,
en esta seccién se prestara atencién exclusivamente a los métodos
biocataliticos aplicados de manera sostenible para la obtencion de
piridinas en forma dpticamente activa.?3* Asi, se han seleccionado una
serie de ejemplos representativos que se clasifican en funcién del

biocatalizador de la transformacion.

5.2.1. Uso de Hidrolasas

Las hidrolasas, que se han utilizado ampliamente a lo largo de esta
Tesis Doctoral, han participado como biocatalizadores activos en la
preparacion de piridinas enantioenriquecidas, principalmente a través
de metodologias de resolucién cinética mediante la acilacién o la
hidrélisis.23* A continuacién, se describen algunos ejemplos relevantes
en los que se emplean hidrolasas, en su mayoria lipasas, en este tipo de
procesos. Son especialmente significativos aquellos trabajos de
Investigacién en los que se utilizan cloropiridinas como sustratos, dada
su analogia con los derivados que se estudiaran en la primera parte de

este capitulo.

En este contexto, entre los procesos de KR descritos en la
bibliografia destaca la preparacién de una serie de 4-cloro-2-(1-
hidroxialquil)piridinas, precursores directos de derivados de DMAP, que
nuestro grupo de investigacion llevé a cabo de forma enantioselectiva a
través de un proceso quimioenzimatico.?3® La quiralidad se introdujo
mediante una reacciéon de transesterificacién, utilizando la lipasa de
Pseudomonas cepacia (PSL-C) como biocatalizador y acetato de vinilo
como dador de acilo (Esquema 112). La resolucién enzimética

233 3) J. M. Neely, T. Rovis, Org. Chem. Front. 2014, 1, 1010-1015; b) M. A. Halcrow,
New J. Chem. 2014, 38, 1868-1882; c¢) D. L. Cominsa, K. Higuchib, D. W. Young, Adv.
Heterocycl. Chem. 2013, 110, 175-235; d) T. L. S. Kishbaugh, Prog. Heterocycl. Chem.,
2013, 25, 319-355.

234V, Gotor-Fernandez, E. Busto, V. Gotor, Targ. Heterocycl. Chem. 2008, 12, 414-4317.
235 K. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry 2005, 16, 3427-
3435.
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transcurri6 con una enantioselectividad excelente, alcanzando la
maxima conversion del 50% para todos los sustratos estudiados.

Cl Cl Cl
A o) PSL-C X X
| * )J\ | 7 R + | — R
N R o THF N NG
OH 30 °C, 250 rpm z
50% conversion OAc OH
R = Me, Et, "Pr, "Bu 82-97% 88-89%
>99% ee >99% ee

Esquema 112. Resolucién cinética de 4-cloro-2-(1-hidroxialquil)piridinas
mediante un proceso de transesterificacién enzimatica catalizado por la PSL-C.

Mi4s adelante, se extendié el mismo proceso de resolucién cinética a
piridinas 4-cloro-3-(1-hidroxisustituidas).23¢ La CAL-B result6 ser el
catalizador mas eficiente para los derivados sustituidos en la posiciéon C-
3, utilizando el acetato de vinilo como reactivo y disolvente.
Paralelamente, también se estudid la resolucién cinética catalizada por
lipasas de las correspondientes aminas de las cloropiridinas sustituidas
en la posicion C-2 (Esquema 113).237 Los mejores resultados se
obtuvieron empleando como biocatalizador la CAL-B para los derivados
de metilo y etilo, mientras que para las piridinas con restos propilo y
etilo se obtuvieron conversiones en torno al 50% con la PSL.

Cl
Cl Cl
| X
X O Lipasa X
| Rt J P N” R+ _ R
N R?” “OEt TBME ) N
30 °C, 250 rpm HN_ R H
NH, 50-51% conversion \[g NH,
R' = Me, Et, "Pr, "Bu 81-99% 81-89%
R2 = Me CHZOMe 93->99% ee 95->99% ee

Esquema 113. Resolucién cinética de 4-cloro-2-(1-aminoalquil)piridinas
mediante un proceso de amindlisis empleando distintos ésteres de etilo en
TBME.
Dirigiendo de nuevo la atencién hacia los alcoholes, Akita y

colaboradores han abordado la resolucién cinética enziméatica del diol

236 K. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 2626-2632.
237 Q. Torre, E. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Adv. Synth. Catal 2007, 349, 1481-
1488.
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que se muestra en el Esquema 114. Los mejores resultados los
proporcioné la lipasa Amano P de Pseudomonas sp. en presencia de
acetato de vinilo como dador de acilo en éter diisopropilico.238 Bajo esas
condiciones, el correspondiente (1R,2F)-monoacetato se aislé con un
rendimiento y exceso enantiomérico moderado, mientras que el (15,23)-
diol remanente se obtuvo con buena pureza Oéptica, siendo
posteriormente transformado en un precursor de la Nikomicina Z, un
inhibidor de la sintetasa quitina con actividad antifingica, insecticida y

acaricida.

Acetato de vinilo  BnO
Lipasa Amano P

—_—
iPrzo é
30°C,25h OH OH OH OAc
38% 59%
97% ee 59% ee

Esquema 114. Acilacion regio- y estereoselectiva catalizada por la lipasa de

Amano P del (+)-anti-1-(5-(benciloxi)piridin-2-il)-2-metilpropan-1,3-diol.

La (4aR,7a9)-6-benziltetrahidro-1H-pirrolo[3,4-blpiridin-5,7-(6 H,
7aH)-diona es un intermedio clave en la sintesis del moxifloxacino, un
farmaco perteneciente a la cuarta generacién de fluoroquinolonas que
actian como agentes antibacterianos. Su preparacién fue posible
mediante la resolucién cinética de la correspondiente dicetona racémica
a través de un proceso de acilacién de la amina secundaria ciclica
catalizado por la CAL-B (Esquema 115).23 El intermedio de interés se
obtuvo en forma enantiopura tras la hidrélisis del acetato, producto de
la reaccién enzimatica, para la que se observaron las mejores
conversiones cercanas al 50% empleando 2.5 equiv de carbonato de alilo

y fenilo en TBME y en presencia de un gran exceso de EtsN.

238 H. Akita, Y. Takano, K. Nedu, K. Kato, 7Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 1705-
1714.
239Y. Li, A. Wang, Y. Shen, P. Zhang, J. Mol. Catal. B Enzym. 2014, 110, 178-183.
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H O

o o c \/\O 0
- AL-B
N + Ph \[( N O, +  >09% ee
N o TBME, Et3N H O
HH O 45°C, 250 rpm
49% conversioén . SN

Esquema 115. Resolucién cinética de la cis-6-benziltetrahidro-1H-pirrolo[3,4-

blpiridin-5,7-(6 H,7a H)-diona empleando CAL-B en TBME a 45 °C y 250 rpm.
Las lipasas también resultan eficaces agentes de desimetrizacién de
piridinas, como pone de manifiesto la obtencién de 2,6-bis(1-hidroxietil)-
piridinas quirales. La sintesis procede a través de una acetilacion
cinética catalizada por la CAL-B en la que tienen lugar
simultdneamente una resolucién y una desimetrizacién (Esquema 116).
A partir de los productos de la reaccibn enzimatica y mediante
sustituciones estereoespecificas, los autores sintetizaron hasta diez 2,6-
bis(1-(1-feniletilamino)etil)piridinas con una estereoquimica definida,
algo que entrafna gran dificultad ya que debido a la simetria de la

molécula es posible la formacién de ocho diastereoisémeros y cuatro

enantiémeros.
CAL-B
| N Acetato de vinilo
~
N ’Pr20 MS 4 A
OH OH Ac OAc

23% 45% 23%

A
Ph H | P H Ph
Ty
Esquema 116. Acetilacién catalizada por la CAL-B de la 2,6-bis(1-hidroxietil)-

piridina (arriba) aplicada a la sintesis de los distintos isémeros de 2,6-bis(1-(1-
feniletilamino)etil)piridinas (abajo).

Cabe sefialar que también se han utilizado otras hidrolasas en la

preparacion enzimatica de piridinas 6pticamente activas. Este es el caso
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de proteasas de subtilisina, cuya reactividad frente a alcoholes
secundarios se ha analizado en profundidad desde el punto de vista de
la estereoselectividad del proceso (Esquema 117).240 A través del estudio
de la estructura de la subtilisina y experimentos de modelizacién del
intermedio tetraédrico, Savile y Kazlauskas observaron una relacién
cuantitativa entre la enantioselectividad del proceso y la solvatacion de
los sustituyentes en el medio de reaccién. Asi, un sustituyente se
situaria en el unico hueco del centro activo, limitado por el tamafo, y el
otro permaneceria en el disolvente. De este estudio se derivan dos
contribuciones de gran relevancia: por una parte, un incremento en la
diferencia de polaridad entre los sustituyentes conduciria a un aumento
de la enantioselectividad del proceso; por otra, el cambio del disolvente
utilizado también podria estar dirigido a promocionar dicho aumento a

través de una mejor solvatacion.

o] -
Subtilisina J\
S
Rj\o)J\/\ph R™ * "OH
R = 4-piridil, 4-piridin-N-6xido
Esquema 117. Hidr6lisis enzimatica de derivados de piridina catalizada por la
proteasa subtilisina.

Se ha descrito la sintesis de un receptor activado por proliferadores
de peroxisomas, estructuras de gran interés farmacéutico, mediante la
hidrélisis de un éster de metilo adyacente a un estereocentro
cuaternario catalizada por la proteasa de pancreas bovino, formandose
el correspondiente 4acido carboxilico precursor del compuesto
biolégicamente activo (Esquema 118).24 La ruta enzimdtica se presenta
como alternativa a la resolucién quimica con sales quirales o a un

proceso de separacion de diastereoisémeros.

240 C. K. Savile, R. J. Kazlauskas, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 12228-12229.
241 P_S. Humphries, Q.-Q. T. Do, D. M. Wilhite, Tetrahedron Lett. 2009, 50, 1765-1767.
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O
Proteasa Q
X _—
| Jme OM(?Me tampon KPi pH 7.2 |\ S\ OH
cl” >N MeCN c” N Me OMe
30°C
44%
>98% ee

Esquema 118. Hidrdlisis enzimatica de un metil éster catalizada por la
proteasa de pancreas bovino para la preparacion de un precursor de interés
farmacolégico.

Las nitrilasas son una clase de hidrolasas que permiten la
transformacién de grupos ciano en acidos carboxilicos, mientras que las
amidasas catalizan el proceso opuesto, es decir, la preparacién de acidos
carboxilicos a partir de amidas.?42 Ambas clases de hidrolasas se usan a
menudo como células enteras o en forma de microorganismos y, en este
contexto, probablemente la biotransformaciéon mas estudiada sea la
conversion de 3-cianopiridina en acido nicotinico, una de las principales
formas de vitamina Bs.243 Otra transformacion relacionada es, por
ejemplo, la preparacién de isoniazida a partir de isonicotinamida, un
importante farmaco para el tratamiento de la tuberculosis.?#* La
actividad de aciltransferasa de la amidasa de Bacillus smithii utilizada
en forma de células enteras queddé demostrada al utilizar como
nucleéfilo el dihidrocloruro de hidracina en medio acuoso (Esquema
119).

Os_NH, Bacillus smithii ITR6b2 O«__NHNH,
NH,NH,2HCI

/

X
| tampon KPi pH 7.0 |
N 45 °C, 20 min N
(hasta 88% conversion)

—

Esquema 119. Formacion de isoniazida a partir de isonicotinamida empleando
una amidasa.

242 1,. Martinkova, V. Kren, Curr. Opin. Chem. Biol. 2010, 14, 130-137.

243 1. Cantarella, A. Gallifuoco, A. Malandra, L. Martinkova, F. Pasquarelli, A. Spera,
M. Cantarella, Enzym. Microb. Technol. 2010, 47, 64-70.

244 S Agarwal, M. Gupta, B. Choudhury, J. Mol Catal. B Enzym. 2013, 97, 67-73.
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5.2.2. Uso de Oxidorreductasas

Este apartado se presentara subdividido en tres categorias, en
funcién de la clase de enzima redox que cataliza el proceso: alcohol
deshidrogenasas (ADHs), oxidasas, y un tultimo apartado para otros
tipos de oxidorreductasas que no se encuadran en las dos anteriores.

5.2.2.1. Alcohol Deshidrogenasas

Las ADHs son las oxidorreductasas para las cuales se ha
encontrado mayor aplicacién en la preparacién de piridinas dpticamente
activas, principalmente a través de procesos de biorreducciéon. En
nuestro grupo de investigacion se ha desarrollado la sintesis de
piridinas 4-cloro-2-(1-hidroxisustituidas) asi como de la 2-acetil-4-(V, V-
dimetilamino)piridina mediante la biorreduccién de las
correspondientes cetonas mediada por la levadura de panaderia
(Esquema 120).245 Se observaron conversiones de buenas a excelentes en
todos los casos, excepto para el derivado de la DMAP donde fueron
moderadas debido a problemas de solubilidad y, adema4s, se necesitaron
tiempos de reaccién mayores. La reduccidén enzimdtica transcurridé con
estereoselectividades entre moderadas y excelentes y condujo al
aislamiento de los alcoholes de configuracién (S), excepto en el derivado
de fenilo con el cual se obtuvo el alcohol (&). Adema4s, para las cetonas
menos impedidas con sustituyentes metilo y etilo se obtuvieron
excelentes valores de conversién con la Lactobacillus brevis (LB-ADH),
permitiendo el aislamiento de los correspondientes (/)-alcoholes. Esta
metodologia se extendi6 con éxito a la biorreduccién de cetonas analogas
pero sustituidos en la posicion C-3,23¢ realizando en ambos casos
posteriores transformaciones para el estudio de estos compuestos como
potenciales catalizadores asimétricos, ampliando asi el potencial de
aplicacion de estos derivados quirales.

245 K. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry, 2006, 17, 1007-
1016.
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R R
| X Levadura de panaderia | N
2 P R2
NN R H,0 N
fo) 58-100% conversion OH
R' = CI, NMe, 40-84%
R2 = Me, Et, "Pr, "Bu, Ph 80-98% ee

Esquema 120. Biorreduccién de distintas dimetilamino- o cloropiridinas

empleando levadura de panaderia como catalizador.

Entre otras estrategias para la reduccién quiral de la clorocetona
representada en el Esquema 121, Scott y colaboradores consideraron la
biorreduccién de la misma con células enteras microbianas.2*¢ La
Zygosaccharomyces bailiit ATCC 38924 fue el organismo mas selectivo
para la transformacién, obteniéndose la clorhidrina correspondiente con
un rendimiento del 57% con un 98% ee. Los autores consiguieron elevar
el rendimiento de la reaccién a pequena escala hasta un 76%. La
piridina quiral funcionalizada producto de la biorreduccién se utilizd
como precursor en la sintesis a escala multi-gramo del receptor agonista
B-3.

OH

OH H mOH
Z ballll
d B N0 ©

DMSO/HZO / N
37°C H,N" N

Esquema 121. Preparacion de un receptor agonista adrenérgico 3-3.

Mas recientemente, una alcohol deshidrogenasa dependiente de
NADH (AFPDH) aislada de Candida maris ha acelerado la reduccién
estereoselectiva de la 5-acetilfuro[2,3-clpiridina (AFP), formandose la 5-
((A)-1-hidroxietilfuro[2,3-clpiridina [(®)-FPH] en forma enantiopura, un
compuesto de gran utilidad como precursor quiral en la preparacién de
compuestos de interés farmacolégico (Esquema 122).247 Para la

regeneracion del cofactor se utilizé6 la GDH de Bacillus megaterium,

246 R. W. Scott, D. E. Fox, J. W. Wong, M. P. Burns, Org. Process Res. Dev. 2004, 8, 587-
592.

247 S, Kawano, M. Yano, J. Hasegawa, Y. Yasohara, Biosci. Biotechnol. Biochem. 2011,
75, 2155-2161.
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para lo cual se estudié un proceso de crecimiento enzimatico en K. coli
en el que se desarrolld la co-expresiéon de genes de AFPDH y GDH,
evitando asi la inactivacién del GDH por la (£)-FPH.

O O,
X AFPDH | X
B — _
N NADH, GDH N
o) H,0O/AcO"Bu OH
AFP 30°C >99% ee
(R)-FPH

>99% conversion
Esquema 122. Reduccién enantioselectiva de la 5-acetilfuro(2,3-clpiridina.

5.2.2.2. Oxigenasas

Las oxigenasas son enzimas que catalizan la oxidacion de un
sustrato transfiriéndole oxigeno molecular de manera que puede
incorporarse un atomo (monooxigenasas) o una molécula de oxigeno
(dioxigenasas). Las hidroxilasas pertenecen a esta familia de enzimas,
catalizando la formacién de grupos hidroxilo en los sustratos sobre los
que actdan. Asi, la 6-hidroxi-3-succinoilpiridina hidroxilasa (HSP
hidroxilasa) de Agrobacterium tumefaciens S33 participa en la ruta de
degradacién de la nicotina, el alcaloide principal del tabaco. La enzima
cataliza un paso central como es la oxidacién descarboxilativa de la 6-
hidroxi-3-succinoilpiridina (HSP) formandose 2,5-dihidroxipiridina (2,5-
DHP) y 4cido succinico en presencia de NADH a pH 8.0, utilizando
ademds formiato deshidrogenasa (FAD) para la regeneracién del
cofactor (Esquema 123).248 El proceso es relevante no solo desde el punto
de vista de la toxicidad directa hacia las personas, sino que también
supone una prometedora aportacién para el tratamiento biolégico de los
residuos del tabaco. Por este motivo, el papel de la HSP en la ruta de
degradacion de la nicotina ha sido estudiado en otras ocasiones, como es
el caso de Wang y colaboradores, que aislaron la misma enzima de otro
microorganismo, la Pseudomonas putida.?*® Ademas, cabe destacar que

248 H. Li, K. Xie, H. Huang, S. Wang, PLoS One 2014, 9, e103324/1-e103324/8.
249 H, Tang, Y. Yao, D. Zhang, X. Meng, L. Wang, H. Yu, L. Ma, P. Xu, J. Biol Chem.
2011, 286, 39179-39186.
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la 2,5-DHP producto de la reaccion enzimatica es un compuesto de
elevado interés por ser precursor del acido 5-aminolevulinico, utilizado

como herbicida y en terapias contra el cancer.

O
~ OH HSP Hidroxilasa |\\|
| Me
_ o) NADH, O,, 35°C HO
HO N tampén KPi pH 8.0 Nicotina

70% conversion

Esquema 123. Oxidacion descarboxilativa de HSP a 2,5-DHP catalizada por la
HSP hidroxilasa en la ruta de degradacion de la nicotina.

La cis-dihidroxilacién de la 4-cloroquinolina se ha realizado con una
dioxigenasa bacteriana como biocatalizador (Esquema 124).250 En
concreto, la catalisis mas eficiente se observ) al utilizar células enteras
de la Sphingomonas yanoikuyae B8/36, que dispone de un centro activo
mayor que otras dioxigenasas estudiadas y dio lugar a la hidroxilacién
enantioselectiva, permitiendo el aislamiento del producto puro con
rendimiento moderado. El 4-cloro-5,6-dihidroquinolina-5,6-diol producto
de la reaccién enzimatica se emple6 como precursor en la sintesis de 4,4-
bipiridinas quirales, compuestos de gran interés para la preparaciéon de

compuestos organometalicos y/o de coordinacién quirales.

N
AN
cl Cl OH |
S. yanoikuyae B8/36 OH Z OH
AN AN —_—,
| | OH
— — X
N N |
33% NT
>98% ee

Esquema 124. Preparacion de 4,4’-bipiridinas enantioméricamente puras
mediante las cis-dihidroxilacién bacteriana.

5.2.2.3. Otros Procesos Redox Enzimaticos
La enzima del puente de la berberina (BBE; del inglés, “berberine

bridge enzyme”) es una enzima redox que cataliza la formacién de

enlaces carbono-carbono oxidativa transformando bencilisoquinolinas en

250 1. Sbircea, N. D. Sharma, W. Clegg, R. W. Harrington, P. N. Horton, M. B.
Hursthouse, D. C. Apperley, D. R. Boyd, S. L. James, Chem. Commun. 2008, 5538-5540.
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berberinas. Kroutil y colaboradores estudiaron por vez primera el uso de
la BBE de Eschscholzia californica en sustratos no naturales, algo que
suponia un desafio si se tiene en cuenta que las enzimas cuyo origen se
encuentra en las plantas suelen presentar una estricta especificidad de
sustrato.?’l En esa primera optimizacién de condiciones se determind
que, para evitar problemas de inhibicién, era necesario el uso de una
catalasa que consumiera el perdxido de hidrégeno generado en la
reacciéon enzimatica, y se observd que en todos los casos estudiados la
enantioselectividad del proceso era perfecta, no superandose nunca el
50% de conversion. Seguidamente y en linea con lo anterior, los autores
describieron la sintesis asimétrica catalizada por la BBE de distintos
alcaloides con un perfil biolégico interesante como la (S)-escoulerina,
que puede actuar como analgésico, antiinflamatorio, hipnédtico o
sedante, o la (B)-reticulina, que presenta propiedades antiespasmédicas
y es util también para el tratamiento de la hipotensién.?2 Asi, la KR
oxidativa de la reticulina racémica y otras 1-bencil-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolinas transcurrié con completa enantioselectividad
tras 24 h a 40 °C en presencia de la catalasa (Esquema 125). El proceso
tiene lugar a través de un acoplamiento C-C intramolecular por
activaciéon del grupo metilo unido al atomo de nitrégeno terciario a

expensas de oxigeno molecular.

251 J, H. Schrittwieser, V. Resch, J. H. Sattler, W.-D. Lienhart, K. Durchschein, A.
Winkler, K. Gruber, P. Macheroux, W. Kroutil, Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 1068-
1071.

252 g) J. H. Schrittwieser, V. Resch, S. Wallner, W.-D. Lienhart, J. H. Sattler, J. Resch,
P. Macheroux, W. Kroutil, J Org. Chem. 2011, 76, 6703-6714; b) V. Resch, J. H.
Schrittwieser, S. Wallner, P. Macheroux, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal 2011, 353,
2377-2383.
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R! BBE (S)-Escoulerina, 47% rdto, >97% ee
N 0,, Catalasa R' = OMe, R? = OH, R® = H, R* = OMe
R? ‘Me Tolueno +
R? OH  tampon TrisHCI pH 9 R!
L e 0
R 50% conversion R2 “Me

OH
(R)-Reticulina, 37% rdto, >97% ee\©iR4

R' = OMe, R? = OH, R® = H, R* = OMe

Esquema 125. KR oxidativa catalizada por la BBE de 1-benzil-1,2,3,4-
tretrahidroisoquinolinas racémicas aplicada a la sintesis de las (9)-escoulerina
y (B)-reticulina.

5.2.3. Uso de Liasas

Las liasas son una clase de enzimas que catalizan la formacién de
enlaces carbono-carbono con elevados valores de esteroselectividad.253
Dentro de esta familia de enzimas, las aldolasas y las hidroxinitrilo
liasas (HNLs) son, sin lugar a dudas, las méas versatiles para llevar a
cabo transformaciones sintéticas, aunque en los ultimos afios también
han despuntado otros biocatalizadores como herramientas de gran
utilidad en sintesis organica.25¢

Uno de los pocos ejemplos existentes en la bibliografia en los que se
usan carboxaldehidos heteroarilicos nitrogenados como sustratos para
HNLs es la sintesis de cianohidrinas enantiocomplementarias a través
de la hidrocianacién del 3-piridincarboxaldehido (Esquema 126).25 Los
biocatalizadores del estudio se utilizaron en forma de agregados

253 a) M. Miiller, Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 3161-3174; b) K. Fesko, M. Gruber-
Khadjawi, ChemCatChem 2013, 5, 1248-1272.

254 ) V. Resch, J. H. Schrittwieser, E. Siirola, W. Kroutil, Curr. Opin. Biotechnol. 2011,
22, 793-799; b) M. Miiller, G. A Sprenger, M. Pohl, Curr. Opin. Chem. Biol. 2013, 17,
261-270.

255 C. Roberge, F. Fleitz, D. Pollard, P. Devine, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 1473-1477.
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enziméticos por entrecruzamiento (CLEAs) lo que combinado con el uso
de bajas temperaturas (5 °C), la cuidadosa optimizacién del medio de
reaccién (0.18 vol. % H20/CH:Cl2) y la presencia de 4cido cianhidrico,
hizo posible la minimizacién de procesos laterales y la obtencién de los

productos finales con buenas conversiones y excesos enantioméricos.

OH Prunus Amygdalus Manihot Esculenta
HNL-CLEA HNL-CLEA ?
| X CN =——  —F— -_— (j/\
~
N
65% 85%
93% ee 94% ee

Esquema 126. Empleo de HNL en la preparacion estereoselectiva de
cianohidrinas a partir de 3-piridincarboxaldehido.

Toone y colaboradores describieron el aislamiento, propiedades y
utilidad sintética de la aldolasa de 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogalactonato
(KDPGal) dependiente de piruvato.?’6 Frente a la inactividad reactiva
del benzaldehido, el 2-piridincarboxaldehido resulté ser un excelente
sustrato para esta enzima (Esquema 127), lo que es indicativo de una
posible estabilizacién por puentes de hidrégeno cerca del centro activo

gracias a la presencia del nitrégeno en la estructura de la molécula.

A (0]
(j\'r )k[( _ KDPGal _ | )
N O
tampén, 4d|as
oH ©

69%
>99% ee

Esquema 127. Preparacién del (£)-4-hidroxi-2-ceto-4-(2-piridil)butirato
catalizada por la aldolasa KDPGal.
Recientemente, se ha modificado la aldolasa complementaria de 2-
ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato (KDPG) con la intencién de avanzar en la
expansion de la especificidad de sustrato, principal limitacién que

presentan estas enzimas.25” Mediante la introducciéon de mutaciones, los

256 3) D. P. Henderson, 1. C. Cotterill, M. C. Shelton, E. J. Toone, J. Org. Chem. 1998, 63,
906-907; b) M. J. Walters, V. Srikannathasan, A. R. McEwan, J. H. Naismith, C. A.
Fierke, E. J. Toone, Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 710-720.

257 M. Cheriyan, E. J. Toone, C. A. Fierke, Biochemistry 2012, 51, 1658-1668.
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autores han desarrollado una mejora en la actividad de la KDPG frente
al 2-piridincarboxaldehido, siendo ésta 3 veces superior a la

correspondiente de la enzima nativa.

5.3. Aplicacién de o-Transaminasas en la Preparacion de
Estructuras Relacionadas

A continuacién, se hara mencién de una serie de ejemplos en los que
se las w-transaminasas participan en la preparacion estereoselectiva de
distintos compuestos que, sin ser estrictamente piridinas, presentan un

alto grado de semejanza estructural con ellas.

La preparacién de la (9)-1-(5-fluoropirimidin-2-il)etilamina, un
intermedio del inhibidor de quinasas JAK2 AZD1480, se ha desarrollado
empleando la Vibrio fluvialis como biocatalizador y la (S)-a-
metilbenzilamina como dador de amino (Esquema 128).258 El proceso,
enfocado desde un punto de vista industrial, destaca por las elevadas
concentraciones de sustrato utilizadas, llevando la reaccién a conversiéon
completa para una concentraciéon de cetona 0.35 M utilizando 1.1 equiv
del dador de amino, tolueno como cosolvente y tras 20 h. La reaccién se
escalé con la enzima tanto en forma de células enteras como en un
preparado liquido comercial, obteniéndose buenos rendimientos (66-
77%) y excelentes excesos enantioméricos (97->99% ee) tras realizar una
serie de transformaciones quimicas (proteccién con Boc y formacién del

hidrocloruro) para posibilitar el aislamiento del producto.

258 R. E. Meadows, K. R. Mulholland, M. Schirmann, M. Golden, H. Kierkels, E.
Meulenbroeks, D. Mink, O. May, C. Squire, H. Straatman, A. S. Wells, Org. Process Fes.
Dev. 2013, 17,1117-1122.
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F SN Vibrio fluvialis F XN
tampon KPi, tolueno

N N™
0 Y@ NH,

NH,

Esquema 128. Sintesis de la (9)-1-(5-fluoropirimidin-2-il)etilamina empleando
la Vibrio fluvialis en combinacién con la (S)-a-metilbenzilamina.

Kroutil y colaboradores desarrollaron por vez primera la
monoaminaciéon regioselectiva de distintas 1,5-dicetonas con -
transaminasas (S)- y (R)-selectivas para una concentracién 50 mM de
sustrato (Esquema 129).25° En todos los casos estudiados la aminacién
tuvo lugar en la cetona menos impedida estéricamente, quedando sin
modificar el otro grupo carbonilo. La amino cetona intermedia
experimenta una ciclacién espontianea, obteniéndose con excelentes
conversiones y excesos enantioméricos ambos enantiémeros de las Al-
piperideinas precursoras de piperidinas, dependiendo de la
estereoselectividad de la enzima empleada. El estudio fue
posteriormente ampliado empleando otras w-transaminasas, incluyendo
la ArRmut 11, que acepta 2-propilamina como dador de amino y, por
tanto, hace factible utilizar el proceso con fines industriales.260

o-transaminasa

O (0] tampon, 30 °C, 24 h NH, O
NN NN N P
R/ O\ - R| -H0 N7 R
alanina piruvato

+eliminacién

- A YN e ;©

Esquema 129. Aminacién regioselectiva de 1,5-dicetonas.

Se ha descrito la sintesis de la molécula representada en el
Esquema 130, con potencial uso terapéutico para el tratamiento de

distintos canceres en humanos, a través de una o-transaminasa

259R. C. Simon, B. Grischek, F. Zepeck, A. Steinreiber, F. Belaj, W. Kroutil, Angew.
Chem. Int. Ed. 2012, 51, 6713-6716.
260 R. C. Simon, F. Zepeck, W. Kroutil, Chem. Fur. J. 2013, 19, 2859-2865.
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comercial (ATA-036) como paso clave para la introduccién de la
quiralidad.26! La reaccion de transaminacién enzimatica de la 4-
piperidona de partida genera no solo quiralidad en la posicién C-4 en la
que se forma la amina, sino también determina la configuracion del
estereocentro de la posiciéon C-2 a través de un proceso de resolucién
cinética dindmica. Los autores proponen un mecanismo de apertura del
ciclo mediante una retro-aza-Michael/aza-Michael para explicar la

racemizacién que hace posible la DKR.

. N CN
HCI
(HCI), NH, )J\
H,O ATA-036 HN” N
i
H PrNH,, PLP H H
N 1 DMSO, H,0 N “Ni H
Me N\G 50 °C Me N N™ N
85% conversion I\I/Ie N
>99% ee

>10/1 anti/syn

Esquema 130. Transaminacién y DKR de la 4-(1 H-benzo[dlimidazol-2-il)-1-
metilpiperidin-4-ona.

261 7. Peng, J. W. Wong, E. C. Hansen, A. L. A. Puchlopek-Dermenci, H. J. Clarke, Org.
Lett. 2014, 16, 860-863.
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Objetivos

- Tras considerar la importancia de la estructura de piridina a
nivel biolégico y su versatilidad a nivel sintético, se han seleccionado
dos familias de piridinas para el estudio de su reactividad como cetonas
proquirales frente a transaminasas en procesos de sintesis asimétrica.

- Por una parte, se emplearan como sustratos

cl
una serie de piridinas cloradas, en cuya estructura se N
mantendran fijas las posiciones del sustituyente W R

clorado y del grupo acetilo, mientras que por otro lado
se realizaran variaciones en la longitud del resto
alquilico. e '

- Se pretende estudiar el nivel de aceptacién de las transaminasas
en el reconocimiento de sustituyentes alquilicos distintos al metilo, asi
como analizar la influencia que otros factores estructurales ejercen en la
transaminacion.

- En wuna segunda parte se estudiara la

transaminacién enzimatica de una familia de piridinas i
en las que se introducirda una sustitucién fluorada, X_:K \/
variando en este caso la posicidén y el tipo de sustitucién N E
en el anillo de piridina. X =F, CFs
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Resultados y Discusion

La discusiéon de resultados de este ultimo capitulo se ha
estructurado en funcién del sustituyente halogenado presente en el
anillo de piridina. Asi, en una primera parte se desarrollaran la sintesis
y transaminacién de una familia de piridinas cloradas para las que,
ademas, se analizara la influencia de distintos factores estructurales, y
en una segunda seccién bien diferenciada se considerara una familia de
piridinas fluoradas como sustratos en reacciones catalizadas por -
transaminasas. Las implicaciones enzimadticas de ambas partes, tanto
en lo referente a optimizacién como a crecimiento de enzimas, se han
desarrollado durante una estancia realizada en el centro universitario
Karl Franzens de Graz, dentro del grupo de investigacion del Profesor
Wolfgang Kroutil.

5.4. Piridinas Cloradas

En esta primera seccién se llevara a cabo la preparacién de una
familia de piridinas cloradas funcionalizadas como cetonas para actuar
como sustratos en los posteriores estudios de transaminacion, en los que

se utilizaran las enzimas en forma de células enteras.

5.4.1. Sintesis Quimica de Piridinas Cloradas

Las clorocetonas 63a-d se sintetizaron en dos pasos de reacciéon a
partir del N-6xido de 4-cloropiridina (60), siguiendo el procedimiento
descrito en la bibliografia (Esquema 131).2%5 En una primera etapa se
obtuvo el picolinonitrilo (61) por reaccién del compuesto comercial 60
con cianuro de trimietilsililo y cloruro de dimetilcarbamoilo. La
presencia de la funcionalidad ciano facilité la introduccion de distintos

restos alquilo en la molécula mediante la adicién de los reactivos de
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Grignard 62a-d. De esta manera se prepararon las 2-(4-

cloropiridil)cetonas alquiladas 63a-d con buenos rendimientos.

cl
Me,SIiCN cl RMgBr ¢
| X Me,NCOCI N 62a-d |
S — . —_—

4 7 R

N CH,Cl, N“YON g N

o~ ta., 7 dias 6h o] a:R=Me

0,

60 (85%) 61 (79-87%) 63a-d b: R = Et
c:R="Pr
d: R="Bu

Esquema 131. Sintesis de cetonas 63a-d.

La aminacién reductiva por métodos quimicos de las piridinas 63a-d
condujo a las correspondientes aminas racémicas 64a-d (Esquema 132),
cuya sintesis fue preceptiva para su uso como material de referencia en
las medidas de conversién de las reacciones enzimaticas, encontrando
una buena separacién en CG para los enantiémeros de la amina 64¢. La
dificultad para establecer una metodologia analitica adecuada para la
determinacién de los excesos enantioméricos de las aminas
desprotegidas 64a, 64b y 64d hizo necesaria su derivatizacién. Por ello,
se generaron en el medio de reaccién las acetamidas 65a y 65b para las
que se encontraron separaciones apropiadas en CG con columnas
quirales. En el caso de la amina 64d no fue posible dicha separacién, por
lo que se derivatizé empleando anhidrido trifluoroacético, obteniéndose
la trifluoroacetamida 66. Tampoco se encontré un programa de
temperatura adecuado para la separacién de los enantiémeros de este
derivado, por lo que consider6é como alternativa el uso de HPLC quiral,
consiguiendo finalmente buenas separaciones mediante esta técnica.
Las condiciones y tiempos de retencion para las separaciones
optimizadas por CG y HPLC se recogen en la Parte Experimental de
este capitulo.
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Cl NaBHACN Cl Cl
| X CH3C02NH4 X DMAP, ACzO X
_— _—
N/ i tl\éle?é‘.Hh N/ " t aAC‘IO5Er:1in N/ )
o o NH, i situ NHAc
63a-d 64a-d 65a y 65b
XX 7
FsC (0] CF3 | B
n
DMAP, AcOEt N7 B
ta., 15 min HN CF3
in situ
66 O

Esquema 132. Sintesis quimica del material de referencia para la medida de
las conversiones (64a-d) y los excesos enantioméricos (64c, 65a, 65b y 66).

5.4.2. Estudios de Transaminacién

Para la aminacién enzimatica de las cetonas 63a-d se consideraron,
en un primer momento, cinco »-TAs de distinta estereopreferencia con
la pretension de obtener ambos enantiémeros de las aminas 64a-d. Para
ello, se utilizé como dador de amino la L-alanina (L-Ala) para las
enzimas (9-selectivas y D-Ala para las (/)-selectivas. Como sistema de
regeneracién del piruvato se seleccioné el de la alanina deshidrogenasa
(AlaDH), que requiere de la presencia de acetato de amonio en el medio,
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) como cofactor y formiato
deshidrogenasa (FDH) para regenerar dicho cofactor, un proceso en
cascada en el que Unicamente se generan agua y CO2 como subproductos
(Esquema 133).

Las reacciones se efectuaron en una disolucién tampén de fosfatos a
pH 7. Con animo de simplificar, cuando mas adelante en el capitulo se
haga referencia a esta ultima cascada se la denominara “sistema de

reciclajé’ en el correspondiente esquema de reaccién.
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Cl 30 °C, 700 rpm, 24 h, tampén KPipH7 Gl
| N o-TA, PLP - N
— R ~ * R
N \ N
0 L/D-Ala Piruvato NH;
63a-d (R) o (S)-64a-d
50 mM
AlaDH
Hzo -€ NH4+
a: R=Me \
b: R = Et

NAD*
JR- B \FDM
co, == HCO,"

Esquema 133. Transaminacién enzimatica de las cetonas 63a-d empleando
alanina como dador de amino y el sistema de reciclaje de la AlaDH.

El estudio preliminar se llevd a cabo con una concentraciéon de
sustrato 50 mM, a 30 °C y 700 rpm durante 24 h (Tabla 38). Asi, con un
resto metilo como sustituyente, con la piridina 63a se obtuvieron
conversiones completas hacia la formaciéon de ambos enantiémeros de la
correspondiente amina 64a en forma enantiopura (entradas 1 y 2 para
el enantiémero (S); entradas 4 y 5 para el enantiémero (£)). Los
excelentes resultados observados incentivaron el escalado de la reaccion,
para el cual se usdé como biocatalizador la Cv-w-TA, alcanzandose una
conversién >99% tras 24 h a 30 °C y 120 rpm y aisldndose la amina (.9)-
64a con un 82% de rendimiento. La eficiencia catalitica de la Vf-o-TA se
estudié6 en detalle con fines sintéticos, reduciéndose la cantidad de
transaminasa utilizada en el escalado del proceso hasta un cuarto de la
cantidad que corresponderia al escalado lineal de las condiciones a
pequefia escala (32 mg de & TA frente a 125 mg, ver Parte
Experimental), obteniéndose la amina (S)-64a enantiopura con un 93%

de rendimiento.
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Tabla 38. Estudios de transaminacién de las piridinas 63a-d empleando L- o D-
Ala como dador de amino y el sistema de regeneraciéon de la AlaDH a 30 °C y
700 rpm durante 24 h.

Entrada  Compuesto w-TAs® c (%)™ ee (%)°

1 63a Vibrio fluvialis (S) >99 (93) >99

2 63a Chromobacterium violaceum (S) >99 (82) >99

3 63a Arthrobacter citreus (S) 44 >99

4 63a Arthrobacter sp. (R) >99 >99
S S, 8% Aspergillus terreus (R) _____ ___ >99____2 >99 __

6 63b Vibrio fluvialis (S) >99 (93) >99

7 63b Chromobacterium violaceum (S) >99 >99

8 63b Arthrobacter citreus (S) 40 89

9 63b Arthrobacter sp. (R) 95 >99
e e e Aspergillus terreus(R)________97____> 299 __

11 63c Vibrio fluvialis (S) 72 >99

12 63c Chromobacterium violaceum (S) 14 >99

13 63c Arthrobacter citreus (S) <1 --

14 63c Arthrobacter sp. (R) 3 --
S 63¢ Aspergillus terreus (R)_______ <L ____ =

16 63d Vibrio fluvialis (S) 15 81¢

17 63d Chromobacterium violaceum (S) 19 <1¢

18 63d Arthrobacter citreus (S) <1 --

19 63d Arthrobacter sp. (R) <1 --

20 63d Aspergillus terreus (R) <1 --

aSe indica entre paréntesis la estereopreferencia de la transaminasa.
b Determinado por CG.
¢ Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados tras llevar a cabo el proceso a
escala preparativa (50 mg de sustrato).
d Determinado por HPLC.

A continuacién, se estudié la transaminacién de 63b (R = Et), para
el cual se obtuvieron resultados excelentes en términos de conversion y
estereoselectividad (entradas 6 y 7 para el enantiémero (S); entradas 9y
10 para el enantiémero (£)). No obstante, para este sustrato mas
impedido se observo un leve descenso en los valores de conversién con
las enzimas (A&)-selectivas Arthrobacter sp. v At-w'TA (95 y 97%,

respectivamente). Ademds, la pureza optica decrecié en el caso de
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utilizar la Arthrobacter citreus como biocatalizador (89% ee, entrada 8).
Nuevamente, se realiz6 el escalado de la reacciéon para 50 mg de
sustrato a 30 °C y 120 rpm, seleccionando la Vf-o-TA para la catalisis.
En este caso, se necesitaron 3/4 partes de la cantidad de enzima (88 mg)
respecto a lo que corresponderia en un escalado lineal de las condiciones
a pequenia escala, para alcanzar una conversion total hacia la formacién
de la amina enantiopura (S)-64b con un 93% de rendimiento tras 24 h

de reaccidn.

Sin embargo, al ampliar la longitud de la cadena alquilica se
observé un importante cambio de tendencia en los resultados obtenidos.
Por una parte, la amina (.59-64c se obtuvo en forma enantiopura y con
buena conversién empleando la Vf-@-TA como catalizador (entrada 11).
Las conversiones fueron menores con otras enzimas (S)-selectivas como
la Cv-o-TA (14%, entrada 12), o alguna que no ha sido incluida en la
Tabla 38 como la Bacillus megaterium (<1%), Pseudomonas fluorescens
(<1%) o Paracoccus denitrificans (8%). Por otro lado, con todas las
enzimas (&)-selectivas se obtuvieron conversiones muy bajas o nulas
(entradas 14 y 15), incluso cuando se utiliz6 alguna enzima distinta
como la Hyphomonas neptunium, con la que no se detect6 el producto en

el crudo de reaccién.

Lo mismo ocurrié para la cetona 63d, para la cual no se observd
conversién alguna hacia la formacién de la amina (%)-64d (entradas 19y
20), mientras que con las enzimas (S)-selectivas se obtuvieron
conversiones bajas o nulas (entradas 16, 17 y 18). Adem4s, no se observé
enantiodiscriminacién con la Cv-o-TA (entrada 17) y disminuyé
notablemente con la Vf-o-TA (81% ee, entrada 16). Por este motivo, se
contemplé la opcién de emplear enzimas evolucionadas genéticamente
en la reaccién de transaminacién de las cetonas 63c y 63d, entre las que
se incluyeron la mutante de la Vibrio fluvialis?*? y la mutante de la
Arthrobacter sp. (ArRmut 11). Esta Gltima se utilizé tanto en forma de

262 |, Cabirol, A. Gohel, S. H. Oh, D. Smith, B. Wong, J. Lalonde, WO 2011/159910 A2,
Codexis, Inc.
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células enteras como tras un proceso de semipurificacién mediante
sonicacién para romper las paredes celulares. Ambas enzimas aceptan
como dador de amino la isopropilamina, que se utilizd en una
concentracién elevada (1 M) para desplazar el equilibrio hacia la

formacién de las aminas 64a-d (Tabla 39).

Tabla 39. Estudios de transaminacién de las cloropiridinas 63a-d empleando
isopropilamina como dador de amino a 30 o0 45 °C y 700 rpm durante 24 h.

Cl Cl
NH, o-TA, PLP BN
| N/ R - | N/ « R
S 700 rpm, 24h, KPi pH 7 NH,
30045°C
63a-d M (R) 0 (S)-64a-d
50 mM
Entrada Cetona w-TAs® c(%)™ ee (%)
1 63a ArRmut 11 semipurificada (R) 98 99
2 63b ArRmut 11 semipurificada (R) 97 >99
3 63c Vibrio fluvialis mutante (S) <1 -
4 63c ArRmut 11 (R) 14 >99
5 63c ArRmut 11 semipurificada (R) 96 (68) >99
6 63d Vibrio fluvialis mutante (S) <1 --
7 63d ArRmut 11 (R) 64 >99°
8 63d ArRmut 11 semipurificada (R) 87 >99¢

aSe indica entre paréntesis la estereopreferencia de la transaminasa.

b Determinado por CG.

¢ Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados tras llevar a cabo el proceso a
escala preparativa (50 mg de sustrato).

d Determinado por HPLC.

Las reacciones catalizadas por la Vibrio fluvialis mutante se
realizaron a 30 °C, y en ellas no se observ6 la formacién del producto
para ninguno de los sustratos 63c o 63d (entradas 3 y 6). Por el
contrario, la ArRmut 11 catalizé el proceso a 45 °C de forma
completamente estereoselectiva hacia la formacién de las aminas (R)-
64c y (R)-64d (entradas 4 y 7, respectivamente), obteniéndose esta
dltima con una conversién moderada (64%, entrada 7). Tras la
semipurificacién de la enzima, la reaccién de transaminacién tuvo lugar

hasta la consumicién de practicamente la totalidad de la cetona de
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partida 63c (entrada 5) y con una conversién muy buena para la cetona
63d (87%, entrada 6), en ambos casos con excelente
estereodiscriminacién. El escalado para 50 mg de 63c¢c condujo a la
amina enantiopura (£)-64c con un 68% de rendimiento. Por tltimo, la
reaccion con la preparacion enzimatica semipurificada se extendi6 a los
sustratos 63a y 63b, que se desarrollaron de forma casi cuantitativa y
completamente estereoselectiva (entradas 1y 2).

5.4.3. Estudios de Reactividad

Una vez superada la barrera de conversién para aquellos sustratos
cuya aceptacién por parte de las transaminasas fue problematica en los
primeros estudios y habiendo, por tanto, alcanzado conversiones de
buenas a excelentes para las cloropiridinas 63a-d, se decidié explorar la
influencia de una serie de factores estructurales en los experimentos
enzimaticos de transaminacién. Los distintos estudios realizados se
encuentran subdivididos en tres secciones, en funcién del elemento
objeto de anilisis. En primer lugar, se medira la conversion de la
reaccion de transaminacién a tiempos cortos de reaccién a fin de
analizar el efecto de la longitud de la cadena. A continuacién, se
examinaran los parametros estructurales que puedan ejercer algun tipo
de influencia en la interaccién entre enzima y sustrato, como la posicién
del grupo acetilo y la presencia de los atomos de cloro y nitrégeno. Por
ultimo, se analizara la estabilidad termodinamica de los productos y el
estado del equilibrio en las reacciones catalizadas por la ArRmut 11

semipurificada.
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5.4.3.1. Efecto de la Longitud de la Cadena Alquilica

Para este primer estudio estructural se emplearon 10 mg de Vf-w-
TA para 0.05 mmol de sustrato y se detuvieron las reacciones a las 1, 3,
5y 7 h. La seleccion de esa transaminasa en particular estuvo motivada
por los excelentes resultados obtenidos para los sustratos 63a y 63b, y en
vista del buen valor de actividad observado incluso para el derivado con
el resto propilo 63c. Los datos experimentales adquiridos se encuentran
recogidos en la Tabla 40.

El derivado metilado 63a mostr6 una reactividad muy elevada,
obteniéndose una conversion del 79% con tan solo 1 h de reacciéon
(entrada 1), valor que se incrementé hasta mas de un 90% a las 3 h de
reaccién (entrada 5) y, tras 7 h, ya se habia alcanzado practicamente la
conversién completa (entrada 13). Por su parte, la cetona 63b exhibi6
una cinética considerablemente mas lenta con conversiones similares a
las obtenidas para el derivado 63c a las 1 y 3 h (entradas 2, 3, 6 y 7).
Transcurridas 5 y 7 h la diferencia entre estos dos sustratos se hizo mas
patente, siendo aproximadamente el doble la actividad mostrada hacia
la formacién de (S)-64b. En consonancia con lo observado a las 24 h de
reaccién (ver Tabla 38), se obtuvieron conversiones muy bajas en la
transaminacién de la cetona 63d, alcanzandose un valor méaximo del 4%
de conversion a las 7 h. En todos los casos en los que se midieron, los

excesos enantioméricos se mantuvieron excelentes.
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Tabla 40. Estudios de transaminacion de las cetonas 63a-d a tiempos cortos de
reaccién, empleando Vf-w-TA a 30 °C y 700 rpm.

cl 30 °C, 700 rpm, KPi pH 7 cl
B Vi-0-TA, PLP -
_ R o pz R
N ‘\\\\ NN
o L-Ala Piruvato K‘Hz
63a-d

50 o (S)-64a-d
AlaDH
H,0 == NH,*

Sistema de reciclaje

Entrada Cetona t (h) c (%)’ ee (%)°
1 63a 1 79 >99
2 63b 1 >99
3 63c 1 3 -
4 63d 1 <1 -
5 63a 3 94 >99
6 63b 3 14 >99
7 63c 3 12 >99
8 63d 3 2 --
9 63a 5 98 >99

10 63b 5 34 >99
11 63c 5 18 >99
12 63d 5 4 --

13 63a 7 99 >99
14 63b 7 44 >99
15 63c 7 26 >99
16 63d 7 4 --

a Determinado por CG.

Todos los datos que se han discutido anteriormente se encuentran
recogidos graficamente en la Figura 35 con el fin de apreciar de forma
visual las diferencias en la reactividad de los sustratos dependiendo de
la longitud de la cadena.
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Figura 35. Representacion grafica de la reactividad de la Vf-o-TA en funcién de
la longitud de la cadena tras 1, 3, 5y 7 h.

5.4.3.2. Efecto de la Sustitucién y la Posicién del Grupo Acetilo

Una vez completada la comparacién entre las distintas piridinas
cloradas que se han venido utilizando como sustratos en los estudios
enzimaticos a lo largo de este capitulo, el estudio de reactividad
trascendié a otros factores estructurales presentes en el anillo
aromatico. Para ello, se designé como sustrato modelo el derivado
metilado 63a y se seleccionaron otros cinco sustratos para su analisis,
en el que se utilizaron dos enzimas (S)-selectivas y dos (&)-selectivas
como biocatalizadores en los experimentos de transaminacién. Cabe
destacar que, con la intencién de evidenciar el caracter general de este
estudio, se contemplaron tanto enzimas de distinta selectividad como
distintas condiciones de reaccién, ya que en el caso de la ArRmut 11
semipurificada se emplea un dador de amino diferente para el cual no
son necesarios cofactores o sistemas de reciclaje y la reaccion tiene lugar
a mayor temperatura (Esquema 134).
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700 rpm, 30 °C, KPi pH 7
o-TA, PLP

~

Cl
Me
X
CH
X NH,

(@)
63a,e-i L/D-Ala Piruvato (R) 0 (S)-64a,e-i
50 mM \_/
. 0B = - AlaDH
e T
: 2- :R=Cl, X= . iclai
£ 2-acetl R = H. X = N Sistema de reciclaje
g: 2-acetil; R=H, X=CH
h: 3-acetil; R=H,X=N | = ------smmommmoooo e
i: 4-acetil; X =N
R Cl
X, Me NH, ArRmut 11 semipurificada, PLP N, Me
B = - [ =
X 0 700 rpm, 45 °C, KPi pH 7 X NH,
63a,e-i M (R)-64a,e-i
50 mM

Esquema 134. Transaminacién enzimatica de 63a,e-i empleando Ala como

dador de amino y el sistema de reciclaje de la AlaDH (arriba); o isopropilamina

como dador y ArRmut 11 semipurificada como biocatalizador (abajo).

En una primera instancia, se llevaron a cabo las reacciones de
transaminacién empleando la Cv-o-TA (20 mg) como biocatalizador para
una concentracion de sustrato 50 mM y se dejé avanzar la reaccién
durante 3 h, obteniéndose conversiones excesivamente elevadas en
algunos casos y siendo necesario, por tanto, un reajuste de las
condiciones de reaccién para manejar unos valores mas representativos.
Tras una pequefia optimizacién, se establecieron como condiciones
6ptimas el uso de 10 mg de w-'TA y 1 h de reaccidon, considerando
también como catalizadores la Vf-o-TA, la Arthrobacter sp. y la ArRmut

11 semipurificada (Figura 36).
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Chromobacterium violaceum () Vibrio fluvialis (S)
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ArRmut 11 semipurificada (%)
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63a 63h
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Figura 36. Representacion grafica de la actividad de distintas transaminasas
para los sustratos 63a,e-1.

A pesar de las pequenias e innegables diferencias en el
comportamiento de estas enzimas, se aprecian ciertas tendencias
comunes en su reactividad. Asi, si se compara el sustrato modelo 63a
con la 2-acetilpiridina (63f) se pone de manifiesto una importante caida
en los valores de conversiéon debida a la ausencia del atomo de cloro.
Este descenso es realmente acusado al comparar 63a con la 3-
cloroacetofenona (63e). La dramatica influencia del 4tomo de nitrégeno
es también clara al analizar los resultados correspondientes a la
acetofenona (63g), para la que se obtuvieron conversiones bajas con
todas las transaminasas estudiadas. La 3-acetilpiridina (63h) mostré
una tendencia similar, exhibiendo baja reactividad en todos los casos
debida al cambio del grupo acetilo a la posicién C-3, lo que llevo incluso
a nulas conversiones con la ArRmut 11 en su versién semipurificada.
Mejores valores se obtuvieron, al menos con algunas enzimas, para la 4-
acetilpiridina (631), aunque incluso en el mejor de los casos la diferencia
es muy significativa respecto a las conversiones observadas para el
sustrato 63a.
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Los datos espectroscopicos de estos sustratos revelaron una
correlacién entre la conversiéon de la transaminaciéon y la frecuencia
vibracional de la banda del carbonilo (C=0) en forma de relacién
positiva, es decir, las mayores conversiones estan relacionadas con las
mayores frecuencias de vibracién. En la Figura 37 se muestra como las
frecuencias menores se corresponden con los sustratos no piridinas 63e
y 63g, asi como la piridina 63h, para los cuales la conversién de la
reacciéon de transaminacién catalizada por la Cv-o-TA tras 1 h fue
menor o igual al 10%. Por su parte, en el espectro de IR se observé la
banda de C=0 de las piridinas acetiladas en la posicién 2 y 4 (63i y 63f,
respectivamente) y de la cloropiridina modelo 63a a frecuencias
superiores a 1690 cm’, siendo estos sustratos los que mostraron una

mayor reactividad en el proceso enzimatico.

1700 -
1695 -
1690 -

1685 -

viem™)

1680 -

1675 T
0 20 40 60 80 100

c(%)

Figura 37. Representacion grafica de la frecuencia de vibracion de la banda
C=0 frente a la conversién en la reaccién de transaminacién de 63a,e-i
empleando Cv-o-TA como biocatalizador y el sistema de la AlaDH a 700 rpm y
30 °C durante 1 h.

Por el contrario, no fue posible establecer una relacién entre las
conversiones y la frecuencia de resonancia del carbonilo, algo en cierta
manera esperable debido a que el desplazamiento quimico en el
experimento de 3C-RMN no solo se ve influenciado por el entorno
electrénico, sino que también existen otros factores que pueden

desempenar un papel importante.
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5.4.3.3. Equilibrio con la ArRmut 11

Las buenas conversiones obtenidas para el sustrato 63a en la
reaccién de transaminacion catalizado por la ArRmut 11 semipurificada
tras solo 1 h de reaccién (85%), siendo éste un proceso en equilibrio,
llevaron a pensar en algin tipo de estabilidad termodinamica del
producto 64a. De ser asi, dicha estabilidad provocaria el desplazamiento
del equilibrio hacia la formacién de los productos, de manera que podria
emplearse menos cantidad de isopropilamina. En consecuencia, la
reaccion efectud en presencia de isopropilamina en una concentracion
100 mM y se compararon los resultados con los obtenidos para una
concentracion 1 M de este dador de amino. Asimismo, se realizd el
mismo experimento utilizando como sustrato la 3-cloroacetofenona (63e)

con la intencién de comparar ambos procesos (Esquema 135).

Cl Cl
SN NH, ArRmut 11 semipurificada, PLP N
+ »>
| g . -
(o] 700 rpm, 45 °C, KPipH 7 NH,
63a 0 63e 1™
63a: X=N (R)-64a o (R)-64e
63e X = CH| 50 MM 100 mM

Esquema 135. Transaminacion enzimatica de 63a y 63e catalizada por la
ArRmut 11 semipurificada a 45 °C y 700 rpm, variando la concentracién de
isopropilamina necesaria para desplazar el equilibrio hacia la formacién de

productos.

Existen importantes diferencias entre la reactividad observada para
ambos sustratos (Figura 38). Por una parte y tal y como se ha discutido
en el apartado anterior, la cinética de la reacciéon de transaminacién es
mucho mas rapida para el sustrato 63a, lo que se deduce de los valores
de conversion obtenidos tras 1 h empleando 1 M de isopropilamina. Pero
cuando la concentracion de isopropilamina es 100 mM, la cetona 63e
alcanza solo un 24% de conversion tras 24 h, mientras que 63a
promueve la reacciéon hasta un 76%. Los valores obtenidos para 63e son
consistentes con la existencia de un equilibrio. Incluso con tan poco

exceso de dador de amina, se consigue un buen valor de conversién con
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63a, lo que implica que aun en esas condiciones el equilibrio esta
desplazado a la formacién de los productos o, dicho de otro modo, la

amina (£)-64a estd mas favorecida termodinamicamente.

Em63a MW63e

100 1
90
80
70 A
60
50
40 A
30
20 4
10

c (%)

1M, 1h 1M, 24h 100 mM, 24 h

Figura 38. Representacion grafica de la conversién en la reaccién de
transaminacién de 63a y 63e catalizada por la ArRmut 11 semipurificada
empleando distintas concentraciones de isopropilamina a 1h (tonalidades

claras) o 24 h (tonalidades oscuras).

5.4.4. Determinacién de la Configuracién Absoluta

La configuracion absoluta de las aminas enantiopuras 64a-d se
establecié mediante la medida de sus rotaciones Opticas especificas y
posterior comparacién con los valores descritos en la bibliografia,237
encontrando en todos los casos que la estereoselectividad observada
coincide con la estereopreferencia esperada para cada transaminasa

(ver Parte Experimental).

5.5. Piridinas Fluoradas

A continuacién, se abordara la sintesis y transaminacién enzimatica
de una familia de piridinas fluoradas, un estudio para el cual todos los
sustratos empleados seran metil cetonas y que, ciertamente, se puede
considerar de forma independiente a lo discutido hasta ahora en este
capitulo. La seleccién de estas piridinas en particular surge a raiz de

trabajos en curso en nuestro grupo de investigacién, donde ya se habia
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analizado con éxito su validez como sustratos en procesos de resolucién

cinética clasica mediante la acilacion catalizada por lipasas.

5.5.1. Sintesis Quimica de Piridinas Fluoradas

El disefio de la ruta sintética para la preparacion de las
fluoropiridinas que se estudiaran a continuacién se puso a punto en
nuestro laboratorio por la Dra. Maria Rodriguez-Mata durante el
desarrollo de su Tesis Doctoral, y se ha reproducido con ligeros cambios
que pretenden mejorar los rendimientos obtenidos en determinadas
etapas. En cualquier caso, se ha de senalar que en algunos de los pasos
de la sintesis el rendimiento se ha visto afectado en mayor o menor
medida por la volatilidad de los productos, lo que ha dificultado el

aislamiento de los mismos.

Basandose en la disponibilidad comercial de los productos de
partida y de la viabilidad de los procesos, se han empleado dos caminos
de reaccién diferentes para la sintesis de las cetonas 68a-c (Esquema
136). Asi, la preparacién de la cetona de la piridina trifluorometilada
68a se realiz6 en un solo paso de reaccion a partir del derivado 67,
comercialmente disponible. La adicién de yoduro de metilmagnesio al
grupo ciano de dicho derivado condujo al aislamiento de la
correspondiente cetona 68a con un rendimiento moderado. Por otra
parte, los sustratos fluorados en las posiciones C-6 y C-5 68b y 68c,
respectivamente, se sintetizaron en dos etapas mediante un primer
proceso de hidroxialquilacién a partir de las correspondientes piridinas
bromadas 70a y 70b y una subsiguiente oxidacién de los intermedios
Tlay 71b empleando el reactivo de Dess-Martin.
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NH
NaBH;CN 2
on  MeMgl o 3

N Et,0 CH3CO,NH, N
F,C7 N 0°C > MeOH N

(44%) FsC” 'N ta.

5]

67 68a 69a-c
a: X = 6-CF, NaBH;CN
b: X = 6-F CH3CO,NH,
c: X=5-F MeOH, t.a.
Br OH o
X 1."BuLi, Et,0, -78 °C, 30 Dess-Martin
X N —
NP 2.CH,COM,-78°C,15h X _ CHLCl,  X—j
(48-68%) N ta.,2h N
0,
70a,b 70a: X = 5-F; 70b: X = 6-F Tab (85-95%) 68b,c

Esquema 136. Sintesis de las cetonas 68a-c, sustratos de los experimentos de
transaminacién enzimatica, y de las correspondientes aminas 69a-c como
material de referencia para la medida de las conversiones.

La preparaciéon de las aminas racémicas 69a-c en la ultima etapa de
la sintesis fue comun para los tres sustratos fluorados y tuvo lugar a
través de un proceso de aminacién reductiva quimica empleando acetato
de amonio y cianoborohidruro de sodio como agente reductor. Al igual
que ocurria con las piridinas cloradas, no fue posible encontrar una
separacion analitica adecuada para las aminas 69a-c, por lo que se
derivatizaron in situ obteniendo las correspondientes acetamidas 72a-c
(Esquema 137), cuyos enantiémeros se separaron con éxito mediante la
técnica de CG con columnas de relleno quiral.

NH, NHAC
DMAP, (CH;CO),0
o N (CH3CO); . N
oo AcOEt N
N t N
a.
69a-c 72a-c

Esquema 137. Derivatizacion de las aminas 69a-c para la medida de los excesos
enantioméricos.

5.5.2. Estudios de Transaminaciéon

Seguidamente, se procedi6 al estudio de la aminaciéon enzimatica de
las cetonas 68a-c considerando una serie de biocatalizadores
representativos para una concentracién de sustrato 50 mM, empleando
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como dadores de amino la alanina o isopropilamina dependiendo de la
transaminasa utilizada (Tabla 41). Lasolubilidad de estos sustratos
sélidos es muy limitada por lo que, con el propdsito de mejorar las
condiciones para su difusién en la mezcla de reaccién, se sustituyé la
agitaciéon empleada hasta el momento de 700 rpm en un agitador de
tubos de microcentrifuga por una agitacién de 120 rpm en un agitador

orbital de mayor tamano.

En la aminacién de 68a se obtuvieron buenos valores de conversién
con las enzimas (S)-selectivas Vf-o-TA y Cv-@-TA, generandose la amina
(9)-69a en forma enantiopura (entradas 1y 2). Una vez m4s, los peores
resultados se obtuvieron con la Arthrobacter citreus, que dio lugar a
conversiones moderadas (entrada 3). En cuanto a las transaminasas
(R)-selectivas, destaca la excelente conversién observada empleando la
Arthrobacter sp. como catalizador, proceso en que condujo a la amina
(R)-69b enantiopura en una extensién del 94% (entrada 4). La
conversion también fue elevada con total estereoselectividad en el caso
de la ArRmut 11 semipurificada, que trabaja a 45 °C y acepta
isopropilamina como dador de amino (entrada 5). Para el derivado
fluorado en la posicion C-6 68b se observd, en general, una menor
reactividad en el proceso de transaminacién, aunque la selectividad se
mantuvo excelente formandose las aminas (9- o (®)-69c enantiopuras
en todos los casos estudiados (entradas 6-11). Las mejores conversiones
fueron moderadas con las enzimas (S)-selectivas Cv-o-TA y la mutante
de la Vf-o-TA (entradas 7 y 9, respectivamente), y buenas en el caso de
la enzima (R)-selectiva Arthrobacter sp. (entrada 10). Por dltimo, para
el derivado 68¢, con un flior en la posicién C-5, las conversiones fueron
mas elevadas y superiores al 80% tanto para la amina (.9-69c con la Vf-
®TA y Cv-@-TA (entradas 12 y 13) como para su homoélogo (£)-69c
empleando la Arthrobacter sp. (entrada 16), en todos los casos en forma

enantiopura.
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Tabla 41. Estudios de transaminaciéon de las fluoropiridinas 68a-¢ empleando
alanina o isopropilamina como dador de amino a 120 rpm durante 24 h.

O 420 rpm, 30 °C, 24 h, KPi pH 7
X
KN/

Sistema 68a-c L/D-Ala Plruvato (R)o (S) -69a-c
(@) 50 mM
a: X =6-CF3
HO < W NH,* b: X = 6-F
Sistema de reciclaje ¢:X=5F
o NH,
Sistema N ., NH -TA, PLP _l/j)*\
® xf AL < .
68a- o T R0 (sresac
50 mM
Entrada Compuesto w-TAs® Sistema c (%)b ee (%)b
1 68a V£ (S) (a) 69 >99
2 68a Cv () (a) 80 >99
3 68a Arthrobacter citreus (S) (a) 36 >99
4 68a Arthrobacter sp. (R) (a) 94 >99
S AN, o8 ArRmut 11 semipur(R) ____(b) ___ 85 __ >99__
6 68b V£ (S) (a) 26 >99
7 68b Cv (S) (a) 45 >99
8 68b Arthrobacter citreus (S) (a) <1 -
9 68b Vf mutante () (b) 56 >99
10 68b Arthrobacter sp. (R) (a) 75 >99
S S, o . ArRmut 11 semipur(R) ____(b) ____6 ____ - __

12 68c VE (S) (a) 89 >99
13 68c Cv(S) (a) 80 >99
14 68c Arthrobacter citreus (S) (a) 36 >99
15 68c Vf mutante (S) (b) 66 >99
16 68c Arthrobacter sp. (R) (a) 85 >99
17 68c ArRmut 11 semipur. (R) (b) 69 >99

a Se indica entre paréntesis la estereopreferencia de la transaminasa.
b Determinado por CG.

Los valores de conversion obtenidos resultaron prometedores,

incluso algunos podrian considerarse satisfactorios, si bien en ningin
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caso se alcanzdé conversiéon completa. Una causa probable para esta
limitacién podria ser la escasa solubilidad del sustrato en el medio de
reaccién, por lo que se realizaron distintos experimentos relacionados
con una mejora de este factor empleando como sustrato modelo la
piridina trifluorometilada 68a (Tabla 42). En primer lugar, para
aumentar la conversion incrementando la solubilidad del sustrato se
considerd la opcidén de afadir un cosolvente organico miscible en agua,
seleccionando para ello la dimetilformamida (DMF, 10% v/v).263 Sin
embargo, esta medida provocd el efecto contrario, observandose un
descenso drastico en la conversién del proceso (entradas 1-3). Aunque no
tan extremo, también fue significativa la disminuciéon de la conversién
al emplear el doble de enzima (entrada 4), algo que puede ser atribuido
a problemas en la agitacién por un exceso de sélidos no miscibles en el
medio. Por ello, se barajé la opcion de romper las paredes celulares
mediante ciclos de sonicacién del crudo enzimdtico, obteniendo asi las
células en forma de extractos libres de tal manera que se disolverian en
el medio de reaccién y seria posible afiadir méas cantidad de enzima.
Desafortunadamente, las conversiones decrecieron de nuevo (entradas 6
y 7), probablemente por causa de una pérdida de actividad debida a la

sonicacién, especialmente marcada en el caso de la Cv-&-TA (entrada 6).

263 R, C. Simon, C. S. Fuchs, H. Lechner, F. Zepeck, W. Kroutil, Fur. J. Org. Chem.
2013, 3397-3402.
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Tabla 42. Estudio de optimizacién para incrementar la conversién del proceso
de transaminacién enzimatica de 68a empleando alanina como dador de amino
y el sistema de regeneracion de la AlaDH a 120 rpm y 30 °C.

o 120 rpm, 30 °C, 24 h, KPi pH 7 NH;
N o-TA, PLP N
P oy P
FsC7 N Fs:C7 N
68a-c L/D-Ala Piruvato (R) o (S)-69a-c

50 mM
AlaDH
H,0 NH,*

Sistema de reciclaje

Entrada w-TAs® w-TA (mg) Cosolvente ¢ (%)b
1 VE (S) 20 DMF 4
2 v (S) 20 DMF 27
3 Arthrobacter sp. (R) 20 DMF <1
4 v (S) 40 - 63
6 Cv, extracto libre (S) 20 -- 2
7 Arthrobacter sp., extracto libre (R) 20 -- 75

2 Se indica entre paréntesis la estereopreferencia de la transaminasa.
b Determinado por CG.

Por dltimo, se introdujo un paso previo en el cual la enzima se
suspende en la solucidon tampoén a pH 7 y se agita durante 30 min a 30
°C y 120 rpm (ver Parte Experimental). Gracias a este experimento de
rehidratacién se obtuvo una mejora importante en las conversiones
observadas (Tabla 43), hasta el punto de alcanzarse conversiones
completas hacia la formacién de las aminas enantiopuras (S)- y (%)-69a
y 69c (entradas 1y 2 para 69a; entradas 6 y 7 para 69c), y muy buenas
para la reaccién de transaminacién de 68b (entradas 3 y 4). Por tanto,
los escalados de las reacciones se efectuaron bajo estas condiciones
6ptimas. La amina (£)-69a enantiopura se aislé con buen rendimiento
empleando la transaminasa Arthrobacter sp. como biocatalizador (88%,
entrada 2). Asimismo, los rendimientos aislados fueron buenos para la
preparacién en forma enantiopura de las aminas (9)- y (&)-69c al
utilizar la Cv-@-TA o la transaminasa de Arthrobacter sp. (71 y 79%,
respectivamente, entradas 6 y 7). Por su parte, el aislamiento de la
amina (5)-69b tras la correspondiente purificacién del crudo de reaccién
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por cromatografia de columna en gel de silice tuvo lugar con un
rendimiento moderado utilizando como catalizador la Cv-o-TA (40%,
entrada 3), que puede ser en parte atribuido a la elevada volatilidad de
este compuesto, algo ya observado en la sintesis quimica del material de

partida.

Tabla 43. Transaminacién de 68a-c empleando alanina como dador de amino y
el sistema de regeneracién de la AlaDH a 120 rpm y 30 °C tras un paso previo
de rehidratacién enzimatica.

o 120 rpm, 30 °C, KPi pH 7 NH;
« “/j)K o-TA, PLP - (j)*\
NG - o
N/ \ KN/

68a-c L/D-Ala Piruvato  (R) 0 (S)-69a-c
50 mM
a: X=6-CF3 w
b: X = 6-F HO - NH,*
c: X =5F Sistema de reciclaje
Entrada Compuesto w-TAs® c(%)™  ee(%)°
1 68a Chromobacterium violaceum (S) >99 >99
2 68a Arthrobacter sp. (R) >99 (88) >99
3 68b Chromobacterium violaceum (S) 88 (40) >99
4 68b Arthrobacter sp. (R) 92 >99
5 68c Vibrio fluvialis (S) 90 >99
6 68c Chromobacterium violaceum (S) 99 (71) >99
7 68c Arthrobacter sp. (R) 99 (79) >99

aSe indica entre paréntesis la estereopreferencia de la transaminasa.

b Determinado por CG.

¢ Se indican entre paréntesis los rendimientos aislados tras llevar a cabo el proceso a
escala preparativa (50 mg de sustrato).

5.5.3. Determinacién de la Configuracién Absoluta

La configuracion absoluta de las aminas 69a-c se determind
mediante dicroismo circular (DC) y la medida de la rotacién éptica de
los productos de interés. Para el experimento de DC, se seleccioné la
piridina 64h como compuesto de referencia que se encuentra descrito en
la bibliografia y que guarda semejanza estructural con las

fluoropiridinas estudiadas en esta seccién. Asi, la determinacién se

435



Capitulo 5

realizara utilizando una metodologia empirica por comparacion
cualitativa de los espectros de dicroismo medidos para ambos
enantiomeros del sustrato de referencia 64h con los correspondientes

espectros de las aminas problema 69a-c.

En primer lugar, se realiz6 el escalado de la reaccion de
transaminaciéon de 63h con la Cv-0-TA y la Arthrobacter sp. Tras la
purificacién del crudo de reacciéon por cromatografia de columna en gel
de silice, se aislaron las aminas (9)- y (/%)-64h. A continuacién, se realizé
la medida de la rotacién Optica especifica de ambos compuestos y se
compard el valor obtenido con el descrito en la bibliografia,264 lo que
permitié definir la configuracién absoluta de cada enantiémero
(Esquema 138).

NH,
= 20
120 rpm, 30 °C | B [a]p?° = -22.9 (¢ 0.55, EtOH)
o 24 h, KPipH 7 NH, N
N ®-TA, PLP N (S)}64h [Lit [a]p?® = -39.4 (c 4.6, EtOH)]
| = || >99% ee
~ ~
N \ N
63h L/D-Ala Piruvato (R) o (S)-64h NH,
50 mM H
AlaDH AN [OL]D20 =+24.6 (c 0.5, EtOH)
H,0 = NH,* |
Sistema de reciclaje N [Lit: [o]p?° = +35.7 (c 4.9, EtOH)]
(R)-64h
>99% ee

Esquema 138. Reaccién de transaminacién de 64h y determinacién de la
configuracién enantiémero de ambos enantiémeros de 64h por comparaciéon con
los valores descritos en la bibliografia.

A continuacién, en los experimentos de DC se obtuvieron los
espectros recogidos en la Figura 39, donde se observa un minimo
negativo para el enantiémero (5)-64h a 265.6 nm y un maximo positivo
para el homélogo correspondiente (£)-64h a 264.2 nm.

264 H, E. Smith, L. J. Schaad, R. B. Banks, C. J. Wiant, C. F. Jordan, J. Am. Chem. Soc.
1973, 95, 811-818.
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NH, NH,

5
QA /
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<\ /;

20 4 (S)-5h » (R)-5h

Figura 39. Espectros de dicroismo circular adquiridos para los compuestos de
referencia (9- y (R)-64h.

Las medidas de DC de las aminas enantiopuras 68a-c¢ se realizaron
en las mismas condiciones, obteniéndose los espectros de DC recogidos
en la Figura 40. El espectro de DC de 69a presenta un maximo a 265.2
nm y el de la amina 69c otro maximo a 272.2 nm, ambos positivos. La
analogia con el espectro adquirido para (£)-64h es innegable, por lo que
se concluyé que la configuraciéon absoluta de las piridinas 69a y 69c
sometidas a medida es (&). Por su parte, la piridina 69b presenté dos
minimos negativos a 223.4 y 272.0 nm, definiendo su configuracién

absoluta como (9.
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Figura 40. Espectros de dicroismo circular de las aminas enantiopuras (%)-69a,
(9-69b y (R)-69c.

Finalmente,

se midi6 la rotacién Oéptica especifica de las

fluoropiridinas para las cuales se habian realizado los escalados de las

transaminaciones enzimaticas y que se encuentran recogidos en la

Figura 41.

F,C7 N

(R)-69a, >99% ee
[o]p?® = +20.0 (¢ 0.5, CHCl3)

NH,

(S)-69b, >99% ee
[a]p?® = -28.2 (¢ 0.5, CHCl3)

NH,
X

P

N

(S)-69c¢, >99% ee
[a]p?° = -28.2 (¢ 0.5, CHCI;)

NH;
"

P

N

(R)-69c, >99% ee
[a]p? = +36.2 (c 0.5, CHCI3)

Figura 41. Medidas de la rotacién éptica especifica de los compuestos (£)-69a,
(9-69b, (9-69¢c y (R)-69c.
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Conclusiones

v Se ha estudiado la sintesis asimétrica de una serie de piridinas
cloradas sustituidas en la posicion C-2 a través de procesos de
transaminacién. Se ha encontrado una actividad excelente para las
cetonas proquirales con restos metilo y alquilo. En funcién de la
selectividad de la enzima empleada, se han obtenido ambos
enantiémeros de las correspondientes aminas en forma enantiopura y
con excelentes conversiones.

v" Se han observado buenas conversiones en la preparaciéon de la
amina enantiopura de configuracién (S)- sustituida con un grupo
propilo. El enantiémero contrario, asi como la (®)-amina del derivado de
butilo se obtuvieron con muy buenas conversiones y excelentes excesos
enantioméricos empleando la enzima mutada ArRmut 11 y la
isopropilamina como dador de amino.

Cl
R = Me, Et, "Pr, "Bu
X X
| L & L R
N N Y

NH, NH,

v Se ha observado una gran influencia de distintos pardametros
estructurales en los procesos de transaminacién, en los que el derivado
metilado ha mostrado una reactividad superior frente a otros sustratos.

v" Por dltimo, se han sintetizado ambos enantiémeros de una
familia de piridinas fluoradas en forma enantiopura empleando
transaminasas de selectividades opuestas, alcanzando excelentes
conversiones una vez superados los problemas de difusion. La
configuracién absoluta de las aminas enantiopuras ha sido determinada
de forma inequivoca empleando la técnica de dicroismo circular.

NH, NH,
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5.6. General

El acetaldehido empleado en la sintesis de las bromo piridinas 70a y

70b fue destilado previamente a su uso.

5.7. Técnicas de Analisis

Las técnicas de cromatografia en gel de silice, espectroscopia IR,
RMN, HRMS, punto de fusién y rotacién dptica especifica se realizaron

segun se ha descrito en los capitulos anteriores.

5.7.1. Cromatografia de Gases (CG)

Las condiciones y tiempos de retencién para las medidas de
conversién y excesos enantioméricos de los compuestos estudiados en la

primera seccion en este capitulo se muestran en la Tabla 44.

Tabla 44. Separacién analitica por CG de las cloropiridinas y los compuestos
empleados en los estudios de la primera seccién de este capitulo 63a-i, 64a-i,
65a-b,e-1.

Compuesto Columna Programa de Temperatura® tg (min)
63a DB-1701 100/0/10/200/0 4.3
63b DB-1701 100/0/10/200/0 5.4
63c DB-1701 100/0/10/200/0 6.3
63d DB-1701 100/0/10/240/0 7.5
64a DB-1701 100/0/10/200/0 5.0
64b DB-1701 100/0/10/200/0 6.0
64c DB-1701 100/0/10/200/0 6.9
64d DB-1701 100/0/10/240/0 8.0
65a Chiralsil 100/2/3/180/0 21.9 (S)y 22.4 (R)
65b Chiralsil 100/2/3/180/0 23.3(S)y 23.7 (R)
___B4c_____Chiralsl ________ 100/2/3/180/0________ - 157 (RIy16.1(5) __
63e DB-1701 100/0/10/200/0 5.2
63f DB-1701 100/0/10/200/0 3.1
63g DB-1701 100/0/10/200/0 3.1
63h DB-1701 100/0/10/200/0 4.3
63i DB-1701 100/0/10/200/0 5.7
64e DB-1701 100/0/10/200/0 5.4
64f DB-1701 100/0/10/200/0 3.4
64g DB-1701 100/0/10/200/0 3.6
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Compuesto Columna Programa de Temperatura® tg (min)
64h DB-1701 100/0/10/200/0 4.6
64i DB-1701 100/0/10/200/0 6.4
65e ChiralSil 100/2/3/180/0 21.9(S)y 22.5(R)
65f ChiralSil 90/5/2/150/0/10/200/3 29.6 (S)y 28.6 (R)
65g ChiralSil 100/2/3/180/0 19.0(S) y 19.9 (R)
65h ChiralSil 90/5/2/160/0/5/200/2 40.1 (S) y 40.8 (R)
65i ChiralSil 90/5/2/160/0/5/200/2 39.7 (S) y 40.2 (R)

a Ty (°C)//tiempo (min)//rampa (°C/min)//T¢ °C)//tiempo (min)

Por su parte, las condiciones de CG y los tiempos de retencion para
las medidas de conversidn y excesos enantioméricos de las
fluoropiridinas estudiadas en la segunda seccién en este Capitulo, se
muestran en la Tabla 45.

Tabla 45. Separaciéon analitica por CG de las piridinas 68a-c, 69a-c, 72a-c,
estudiadas en la segunda seccién de este Capitulo.

Compuesto Columna Programa de Temperatura® tg (min)
68a DB-1701 100/0/10/240/0 4.3
68b DB-1701 100/0/10/240/0 4.2
68c DB-1701 100/0/10/240/0 3.5
69a DB-1701 100/0/10/240/0 5.1
69b DB-1701 100/0/10/240/0 4.9
8% ____Deajon - 100/0/10/240/0____________ 42 _____
72a ChiralSil 100/2/3/180/0 24.3(S)y 24.7 (R)
72b ChiralSil 100/2/3/180/0 25.1(S) y 25.4 (R)
72c ChiralSil 100/2/3/180/0 22.4(S)y 22.8(R)

a T C)//tiempo (min)//rampa (°C/min)//Ts C)//tiempo (min)

5.7.2. Dicroismo Circular (DC)

Los espectros de DC se adquirieron en un espectropolarimetro Jasco
J-715 y una cuveta de 1 mm de cuarzo a 21 °C. Todas las muestras se
disolvieron en etanol puro en una proporcion del 0.2% en peso/volumen.
Otros paramétros importantes para la medida fueron:

Sensitividad: Estandar (100 mdeg)

Inicio: 350 nm Final: 180 nm
Modo de escanear: Continuo Velocidad de escaneo: 200 nm/min
Respuesta: 2 segundos Anchura de banda: 5.0 nm
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5.8. Procedimientos Sintéticos

Las piridinas cloradas 63a-d, asi como el intermedio 61 empleado
para su sintesis, fueron preparadas siguiendo el procedimiento descrito
en la bibliografia.245

5.8.1. Sintesis de las Aminas Racémicas 64a-d

En un matraz schlenk se disuelve, bajo atmésfera de nitrégeno, la
correspondiente cetona 63a-d (0.25 mmol) en MeOH seco (1 mL) y se
afiaden, sucesivamente, acetato de amonio (195 mg, 2.53 mmol) y
cianoborohidruro de sodio (32 mg, 0.51 mmol). La mezcla se agita a
temperatura ambiente durante 14 h, tras las cuales el disolvente se
evapora a presion reducida. El crudo de reaccién obtenido se purifica
por cromatografia de columna en gel de silice (10% MeOH/CH:Clz)

aislandose las correspondientes aminas racémicas 64a-d (%).

5.8.2. Procedimiento General para las Reacciones de
Transaminacién de las Cetonas 63a-d Empleando el Sistema de
Regeneracién de la Alanina Deshidrogenasa

En un tubo de microcentrifuga que contiene una suspensién de las
cetonas 63a-d (0.05 mmol, 50 mM) en una disolucién tampén de fosfatos
100 mM pH 7 (440 pL) se afaden sucesivamente formiato de amonio
(100 pL de una disolucién 1.5 M en tampén de fosfatos 100 mM pH 7;
150 mM de concentracién final), L- o D-alanina (250 pL de una
disoluciéon 1 M en tampoén de fosfatos 100 mM pH 7; 250 mM de
concentracién final), NAD* (100 pL de una disolucién 10 mM en tampén
de fosfatos 100 mM pH 7; 1 mM de concentracién final), PLP (100 nL de
una disolucion 10 mM en tampén de fosfatos 100 mM pH 7; 1 mM de
concentracién final), las células de . colio-TAs (20 mg), FDH (2.6 mg,
11 U) y AlaDH (10 pL). La mezcla resultante se agita a 30 °C y 700 rpm
durante 24 h. La reaccién se detiene afiadiendo una disolucién acuosa
de NaOH 4 M (400 pL), se extrae con AcOEt (3 x 500 nL), las fases

organicas se combinan y se secan con Na2SQO4. El crudo de reaccién se

447



Capitulo 5

analiza mediante el empleo de la técnica de CG para calcular la

conversion y, tras una derivatizacién 1n situ, el exceso enantiomérico.

5.8.3. Procedimiento General para las Reacciones de
Transaminacion de las Cetonas 63a-d y Empleando

Isopropilamina

En un tubo de microcentrifuga se suspenden las cetonas 63a-d (0.05
mmol, 50 mM) en una disolucién tampén de fosfatos 100 mM pH 7 (500
pnL) en la que estéan integrados el PLP (1 mM; 0.5 mM de concentracién
final) y la isopropilamina (2 M; 1 M de concentracién final). Sobre la
suspensién resultante se anade la ArRmut 11 semipurificada (500 puL) y
la mezcla se agita a 45 °C y 700 rpm durante 24 h. La reaccién se
detiene afiadiendo una disolucién acuosa de NaOH 4 M (400 nL), se
extrae con AcOEt (3 x 500 pL), las fases organicas se combinan y se
secan con Na2S04. El crudo de reacciéon se analiza mediante el empleo
de la técnica de CG para calcular la conversidon y, tras una

derivatizacién in situ, el exceso enantiomérico.

5.8.4. Procedimiento General para la Aminacion Reductiva con
Transaminasas a Escala Preparativa de las Cetonas 63a y 63b
Empleando el Sistema de Regeneracion de la Alanina
Deshidrogenasa

El escalado de la reaccién se llevé a cabo mediante el incremento
lineal de las cantidades descritas en el apartado (5.8.2), con la salvedad
de que la cantidad de ®-TA se redujo para la cetona 63a. Asi, sobre una
suspensién de las cetonas 63a y 63b (0.32 mmol, 50 mM) en una
disolucién tampén de fosfatos 100 mM pH 7 (2.8 mL) se anaden
sucesivamente formiato aménico (643 pL de una disolucién 1.5 M en
tampén de fosfatos 100 mM pH 7; 150 mM de concentracién final), L- o
D-alanina (1.6 mL de una disolucién 1 M en tampén de fosfatos 100 mM
pH 7; 250 mM de concentracién final), NAD* (643 pL de una disolucién
10 mM en tampon de fosfatos 100 mM pH 7; 1 mM de concentracion
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final), PLP (643 nL de una disolucién 10 mM en tampén de fosfatos 100
mM pH 7; 1 mM de concentracién final), las células de E. colilo-TAs (32
mg para 63a, 125 mg para 63b), FDH (16.4 mg, 69 U) y alanina AlaDH
(63 pL). La mezcla resultante se agita a 30 °C y 120 rpm durante 24 h.
La reaccién se detiene anadiendo una disolucion acuosa de NaOH 4 M
hasta pH = 10, se extrae con AcOEt (3 x 10 mL), las fases organicas se
combinan y se secan con Na2S0O.. Las aminas enantiopuras se aislan
como liquidos incoloros (82-93%, >99% ee).

5.8.5. Aminacion Reductiva a Escala Preparativa de la Cetona 63c
Catalizada por la ArRmut 11 Semipurificada

En un tubo falcon se suspende la cetona 63c¢ (50 mg, 0.27 mmol) en
una disolucién tampén de fosfatos 100 mM pH 7.5 (2.7 mL) en la que
estan integrados el PLP (1 mM; 0.5 mM de concentracién final) y la
isopropilamina (2 M; 1 M de concentracién final). Se afiade entonces la
transaminasa ArRmut 11 semipurificada (2.7 mL) y la mezcla se agita a
45 °C y 120 rpm durante 24 h. La reaccion se detiene anadiendo una
disolucién acuosa de NaOH 4 M (1.5 mL), se extrae con AcOEt (3 x 10
mL), las fases orgéanicas se combinan, se secan con Na2SOs, se filtran y
el disolvente se evapora a presion reducida, obteniéndose la amina 64c

enantiopura (68%).

5.8.6. Sintesis de la Cetona Trifluorometilada 68a

Sobre una disolucién del carbonitrilo 67 (317 mg, 1.84 mmol) en éter
dietilico seco (6.1 mL) se afiade gota a gota, a 0°C y bajo atmésfera de
nitrégeno una disolucién 3 M de yoduro de metil magnesio en Et20 (2.4
mL, 7.34 mmol). Se anade 1 mL mas de Et20 para lavar los restos del
embudo de adicién y se agita a temperatura ambiente durante 4 h. En
este tiempo se observa una transicién de la disolucién amarilla inicial a
una color marrén-rojizo intenso. La reaccién se vierte a 0 °C sobre una
disolucién saturada de NH4Cl en agua (6 mL) y se afade HCl
concentrado hasta medio muy &4cido (pH 1). La mezcla se agita a

temperatura ambiente durante una noche y se lleva a pH 9 con una
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disolucién acuosa de amoniaco. Finalmente, se extrae con Et20 (3 x 15
mL), las fases orgdnicas se combinan, se secan con Na2SO4, se filtran y
el disolvente se elimina por evaporacion a presion reducida. El crudo de
reaccion se purifica por cromatografia de columna en gel de silice neutro
(20% AcOEt/Hexano), obteniéndose la cetona 68a como un aceite
amarillo palido (153 mg, 44%).

5.8.7. Procedimiento General para la Sintesis de los Alcoholes
Fluorados 71ay 71b

Sobre una disolucién de la bromo piridina 70a y 70b (2.56 mmol) en
éter dietilico seco (13 mL) a -78 °C se afade, gota a gota y bajo
atmosfera de argén, una disolucién 1.6 M de butil-litio en hexano (1.76
mL, 2.81 mmol). La mezcla se agita a esa temperatura durante 30 min y
a la suspensiéon amarilla formada se le afiade lentamente y
manteniendo la atmoésfera inerte, una disolucién de acetaldehido (360
pL, 6.39 mmol) en Et:0 (1 mL), agitando la disolucién resultante a -78
°C durante 1.5 h adicionales. Sobre la suspensiéon de color naranja
formada se anade H:O (10 mL) y se deja que alcance temperatura
ambiente. Se afiade una disolucion acuosa de HC1 1 M hasta pH 8 y el
producto se extrae con Et:0 (8 x 10 mL). Las fases orgdnicas se
combinan, se secan con Na2SOy4, se filtran y el disolvente se elimina por
evaporacion a presion reducida. El crudo de reaccion se purifica por
cromatografia de columna en gel de silice neutro (80% AcOEt/Hexano),

obteniéndose los alcoholes 71a y 71b como aceites amarillentos.

5.8.8. Procedimiento General para la Sintesis de las Cetonas
Fluoradas 68b y 68c

Sobre una disolucién de los alcoholes 7la y 71b (4.17 mmol) en
CH:Cl; (42 mL) se anade el reactivo de Dess-Martin (2.65 g, 6.25 mmol)
y la mezcla se agita a temperatura ambiente durante 2 h. La reaccién se
detiene por adicién de una disolucién acuosa de NaHCO3/Na2S204, v se
agita durante 5 min adicionales hasta que se observa la desaparicién del
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s6lido formado. La mezcla se extrae con CH:Cl: (3 x 20 mL),

obteniéndose las cetonas 68b y 68c como sélidos amarillentos (85-95%).

5.8.9. Procedimiento General para la Sintesis de las Aminas
Racémicas 69a-c

En un matraz schlenk se disuelve, bajo atmoésfera de nitrégeno, la
correspondiente cetona 68a-c (0.43 mmol) en MeOH seco (1.4 mL) y se
afiaden, sucesivamente, acetato de amonio (335 mg, 4.34 mmol) y
cianoborohidruro de sodio (55 mg, 0.87 mmol). La mezcla se agita a
temperatura ambiente durante 14 h, tras las cuales el disolvente se
evapora a presion reducida. El crudo de reaccién obtenido se purifica
por cromatografia de columna en gel de silice (10% MeOH/CH:Cl:)

aislandose las correspondientes aminas racémicas 69a-c (%).

5.8.10. Procedimiento General para las Reacciones de
Transaminacién de las Cetonas 68a-c Empleando el Sistema de
Regeneracién de la Alanina Deshidrogenasa

En un tubo de microcentrifuga se suspenden las células de £. colilw-
TAs (20 mg) en una disolucién tampén de fosfatos de potasio 100 mM
pH 7 (440 pL) y se agita a 30 °C y 120 rpm durante 30 min. Sobre la
suspensién resultante se afiaden sucesivamente las cetonas 68a-c (0.05
mmol, 50 mM), formiato de amonio (100 uL de una disolucién 1.5 M en
tampén de fosfatos 100 mM pH 7; 150 mM de concentracién final), L- o
D-alanina (250 pL de una disolucién 1 M en tampén de fosfatos 100 mM
pH 7; 250 mM de concentracién final), NAD* (100 uL de una disolucién
10 mM en tampon de fosfatos 100 mM pH 7; 1 mM de concentracion
final), PLP (100 pL de una disolucién 10 mM en tampén de fosfatos 100
mM pH 7; 1 mM de concentracién final), FDH (2.6 mg, 11 U) y alanina
deshidrogenasa (10 puL). La mezcla resultante se agita a 30 °C y 700 rpm
durante 24 h. La reaccién se detiene afiadiendo una disolucién acuosa
de NaOH 4 M (400 pL), se extrae con AcOEt (3 x 500 nL), las fases

organicas se combinan y se secan con Na2SO4. El crudo de reaccién se
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analiza mediante el empleo de la técnica de CG para calcular la

conversion y, tras una derivatizacion 1n situ, el exceso enantiomérico.

5.8.11. Procedimiento General para las Reacciones de
Transaminacion de las Cetonas 68a-c Empleando Isopropilamina

En un tubo de microcentrifuga se suspenden las cetonas 68a-c (0.05
mmol, 50 mM) en una disolucién tampén de fosfatos de potasio 100 mM
pH 7 (500 pL) en la que estan integrados el PLP (1 mM; 0.5 mM de
concentracién final) y la isopropilamina (2 M; 1 M de concentracién
final). Sobre la suspensién resultante se afiade la ArRmut 11
semipurificada (500 pL) y la mezcla se agita a 45 °C y 700 rpm durante
24 h. La reaccion se detiene anadiendo una disolucién acuosa de NaOH
4 M (400 pL), se extrae con AcOEt (3 x 500 pL), las fases organicas se
combinan y se secan con Na2S0s El crudo de reacciéon se analiza
mediante el empleo de la técnica de CG para calcular la conversiéon vy,

tras una derivatizacion in situ, el exceso enantiomérico.

5.8.12. Procedimiento General para la Aminacién Reductiva con
Transaminasas a Escala Preparativa de las Cetonas 68a-c
Empleando el Sistema de Regeneracion de la Alanina
Deshidrogenasa

El escalado de la reaccién se llevé a cabo mediante el incremento
lineal de las cantidades descritas en el apartado (5.8.10). Asi, se
suspendieron las células de E. colio-TAs (144 mg) en una disolucién
tampoén de fosfatos 100 mM pH 7 (3.8 mL) y la mezcla se agité a 30 °C y
120 rpm durante 30 min. Sobre ella, se afnaden sucesivamente las
cetonas 68a-¢ (0.36 mmol, 50 mM), formiato aménico (720 nL de una
disoluciéon 1.5 M en tampoén de fosfatos 100 mM pH 7; 150 mM de
concentracién final), L- o D-alanina (1.8 mL de una disolucién 1 M en
tampén de fosfatos 100 mM pH 7; 250 mM de concentracién final),
NAD* (720 pL de una disolucién 10 mM en tampén de fosfatos 100 mM
pH 7; 1 mM de concentracién final), PLP (720 pL de una disolucién 10
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mM en tampén de fosfatos 100 mM pH 7; 1 mM de concentracién final),
FDH (19 mg, 79 U) y alanina AlaDH (72 pL). La mezcla resultante se
agita a 30 °C y 120 rpm durante 24 h. La reaccién se detiene anadiendo
una disolucién acuosa de NaOH 4 M hasta pH = 10, se extrae con AcOEt
(3 x 10 mL), las fases organicas se combinan y se secan con Na:SQO.. Las
aminas 69a-c¢ enantiopuras se aislan como liquidos incoloros (40-88%,
>99% ee).

5.9. Datos Experimentales

Los datos experimentales de las piridinas cloradas 63a-d24> y 64a-
d,237 asi como del intermedio 61235 empleado para su sintesis, estan en
concordancia con lo que se encuentra descrito en la bibliografia. Los
valores de rotacién 6ptica obtenidos para las aminas 64a-c se recogen a

continuacion:

64a: Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —23.4 (¢ 0.5, CHCL) [para (9)-
64a en >99% ed [lit. [a]3® = —20.4 (¢ 0.5, CHCIs) para (9)-64a en >99%
eel237

64b: Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —5.8 (¢ 0.6, CHCls) [para (S9)-64b
en >99% eel [lit. [a]Z’ = —5.1 (¢ 0.6, CHCls) para (S)-64b en >99% ee|237

64c: Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +10.8 (¢ 0.5, CHCls) [para (R)-
64c en >99% eel [lit. [a]d® = —9.1 (c 0.5, CHCls) para (9-64c en 98%
eel 237
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Capitulo 5

1-(6-(Trifluorometil)piridin-3-il)etanona (68a)
Férmula empirica: CsHesFsNO
Aspecto Fisico: Sélido amarillento
Rendimiento: 44%

R: (20% AcOEt/Hexano): 0.31

Peso Molecular: 189.13 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.69 (s, 3H, Hs), 7.81 (d, 3un = 8.0 Hz,
1H, Hs), 8.40 (dd, 3un = 8.1 Hz, 4Jun = 1.6 Hz, 1H, Hy), 9.17 (d, *Jun =
1.3 Hz, 1H, H2) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 27.1 (CHs, C2), 120.7 (d, Jrc = 2.5 Hz,
CH, Cs), 121.2 (q, 'JJrc = 274.6 Hz, C, CF3), 134.0 (C, Cs), 137.3 (CH, Cu),
150.0 (CH, C2), 151.3 (q, 2kc = 35.2 Hz, C, C¢), 195.6 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*Y, m/2 (CsH:FsNO)* (M+H)*: calculada 190.0474,
encontrada: 190.0479

1-(6-Fluoropiridin-3-il)etanona (68b)
Férmula empirica: C-HsFNO
Aspecto Fisico: Aceite amarillento
Rendimiento: 95%
R: (20% AcOEt/Hexano): 0.33
Peso Molecular: 139.13 g/mol

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.62 (s, 3H, H»), 7.02 (dd, 3Jun = 8.5
Hz, 3Ju = 2.6 Hz, 1H, H»), 8.36 (ddd, 3Jun = 8.5 Hz, 4Jm = 7.7 Hz, 4Jun
=2.6 Hz, 1H, Hy), 8.80 (d, “Jun = 2.4 Hz, 1H, H2) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 26.8 (CHs, Cs), 110.1 (d, 2Jrc =37.3 Hz,
CH, Cs), 131.1 (d, 4Jrc =4.4 Hz, C, C3), 141.3 (d, 3r/c = 9.4 Hz, CH, C»),
149.5 (d, 3¢ = 16.4 Hz, CH, C2), 165.7 (d, efic = 246.4 Hz, C, Ce), 195.0
(C, C1) ppm

HRMS (ESI*, m/2z) (C-H7FNO)* (M+H)*: calculada 140.0506, encontrada:
140.0512
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Parte Experimental

1-(5-Fluoropiridin-3-il)etanona (68c)
Formula empirica: C-HeFNO
Aspecto Fisico: Sélido amarillento
Rendimiento: 85%
R: (20% AcOEt/Hexano):

Peso Molecular: 139.13 g/mol

1IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.64 (s, 3H, Hz), 7.90 (ddd, 3.fru = 8.7,
4Jun = 2.8 Hz, *Jun = 1.7 Hz, 1H, Hy), 8.63 (d, “un = 2.7 Hz, 1H, He),
8.96 (s, 1H, Hz) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 27.1 (CHs, C2), 121.8 (d, 2Jrc = 18.7 Hz,

CH, Cy), 133.7 (C, C3), 142.4 (d, 2Jrc = 23.6 Hz, CH, Ce), 145.7 (d, 4eJic =
4.0 Hz, CH, C2), 159.6 (d, 'Jrc = 259.4 Hz, C, Cs), 195.4 (C, C1) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C-H7FNO)* (M+H)*: calculada 140.0506, encontrada:
140.0510

1-(6-Fluoropiridin-3-il)etanol (71a)
Férmula empirica: C-HsFNO
Aspecto Fisico: Aceite amarillento
Rendimiento: 68%
R: (20% AcOEt/Hexano):

Peso Molecular: 141.14 g/mol

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 6§ 1.48 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 3H, Hs), 2.57
(sa, OH), 4.93 (q, 3/un = 6.5 Hz, 1H, H1), 6.89 (dd, 3un = 8.4 Hz, 3Jru =
2.7 Hz, 1H, Hs), 7.82 (dt, 3un = 8.1 Hz, 4Jru = 8.1 Hz, *Jun = 2.5 Hz, 1H,
Hy), 8.12 (s, 1H, Hx) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 25.4 (CHs, C2), 67.3 (d, 5//c = 1.0 Hz, CH,
C1), 109.5 (d, 2Jrc = 37.1 Hz, CH, Cs), 138.9 (d, 2Jrc = 8.1 Hz, CH, C»),
139.0 (C, Cs), 144.9 (d, 3Jrc = 14.4 Hz, CH, C2), 163.0 (d, Jrc = 238.8
Hz, C, Cs¢) ppm

455



Capitulo 5

1-(5-Fluoropiridin-3-il)etanol (71b)
Férmula empirica: C-HsFNO
Aspecto Fisico: Aceite amarillo
Rendimiento: 48%
R: (100% AcOEt): 0.49

Peso Molecular: 141.14 g/mol

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.40 (d, 3un = 6.5 Hz, 3H, H2), 4.86 (q,
3Jun = 6.5 Hz, 1H, H1), 5.05 (sa, 1H, OH), 7.41 (dt, 3Jru = 9.3 Hz, */un =
2.2 Hz, 1H, Hv), 8.12 (d, “Jun = 2.6 Hz, 1H, He), 8.18 (s, 1H, H2) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 25.1 (CHs, Cs), 66.6 (CH, C1), 120.4 (d,
2Jrc = 18.3 Hz, CH, Cy), 136.1 (d, 2Jrc = 24.0 Hz, CH, Cs¢), 142.6 (d, “Jrc
= 3.6 Hz, CH, C2), 144.2 (d, 3Jrc = 2.5 Hz, C, C3), 159.7 (d, 1Jrc = 256.7
Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C7HoFNO)* (M+H)*: calculada 142.0663, encontrada:
142.0674

1-(6-(Trifluorometil)piridin-3-il)etanamina (69a)
Férmula empirica: CsHoFsN2

Aspecto Fisico: Aceite amarillo
Rendimiento:

R: (10% MeOH/CHzCl2): 0.18

Peso Molecular: 190.17 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.56 (d, 3un = 6.8 Hz, 3H, H1), 4.38
(1H, Hy), 6.93 (dd, 3ru = 8.6 Hz, 4Jun = 2.9 Hz, 1H, Hs), 7.92-7-98 (m,
1H, H4), 8.24 (s, 1H, H2) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 22.2 (CHs, Cs), 48.8 (CH, C1), 120.8 (CH,
Cs), 121.2 (q, rc = 274.1 Hz, C, CFs), 136.4 (CH, Cus), 138.8 (C, Cs),
148.2 (q, C, 2Jvc = 35.1 Hz, Cs), 148.9 (CH, C2) ppm

HRMS (ESI*, m/2 (CsHioFsN2)* M+H)*: calculada 191.0791,
encontrada: 191.0787

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +20.0 (¢ 0.5, CHCl3) [para (®)-69a en
>99% eel
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Parte Experimental

1-(6-Fluoropiridin-3-il)etanamina (69b)
Foérmula empirica: CtHoFN2
Aspecto Fisico: Aceite amarillento
Rendimiento:
R: (20% MeOH/CH2Cls): 0.18

Peso Molecular: 140.16 g/mol

1H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.56 (d, 3un = 6.8 Hz, 3H, H1), 4.38
(1H, Hy), 6.93 (dd, 3/u = 8.6 Hz, *Jun = 2.9 Hz, 1H, Hs), 7.92-7-98 (m,
1H, Hy), 8.24 (s, 1H, H2) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 21.2 (CHs, Cs), 48.1 (CH, Cy1), 110.0 (d,
2Jvc = 37.5 Hz, CH, Cs), 140.0 (C, C3), 140.1 (d, 3Jrc = 8.1 Hz, CH, Cu),
146.6 (d, 3Jrc = 14.8 Hz, CH, C2), 163.5 (d, 'Jic = 240.2 Hz, C, Cs¢) ppm

HRMS (ESI*, m/2) (C7H10FN2)* (M+H)*: calculada 141.0823, encontrada:
141.0835

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = —28.2 (¢ 0.5, CHCly) [para (9-69b en
>99% eel

1-(5-Fluoropiridin-3-il)etanamina (69c)
Férmula empirica: CtHoFN2
Aspecto Fisico: Aceite amarillento
Rendimiento:
BR: (30% MeOH/CH:Cl): 0.38

Peso Molecular: 140.16 g/mol

TH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.38 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 3H, H»), 1.82
(sa, 2H, NHy), 4.21 (q, 3Jun = 6.6 Hz, 1H, H1), 7.45 (dt, 3Jru = 9.6 Hz,
4fur = 2.0 Hz, 1H, Hy), 8.32 (d, 4Jun = 2.8 Hz, 1H, He), 8.38 (t, 4/un = 1.8
Hz, 1H, Hz) ppm

13C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 6§ 25.8 (CHs, C2), 48.6 (CH, C1), 120.3 (d,
2Jrc = 18.1 Hz, CH, Cys), 136.7 (d, 2Jrc = 23.4 Hz, CH, C¢), 143.9 (d, *Jrc
= 3.7 Hz, CH, C2), 144.8 (C, C3), 159.9 (d, 'JJrc = 256.5 Hz, C, Cs) ppm

HRMS (ESI*, n/2) (C7H10FN2)* (M+H)*: calculada 141.0823, encontrada:
141.0823

Rotacién Optica Especifica: [a]3° = +36.2 (¢ 0.5, CHCLs) [para (R)-69¢c en
>99% eel
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