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Resumen

Recientemente, la quimica verde o quimica sustentable, ha cautivado la atencién
de la comunidad cientifica tanto en la academia como en la industria, con especial
interés en los métodos “verdes” que permiten la generaciéon de productos o
metodologias quimicas que reducen la huella ecolégica y por lo tanto el impacto
ambiental. De entre la variedad multidisciplinaria de métodos existentes que
pueden aplicarse en el &mbito de la sustentabilidad, la mecanoquimica (definida
de manera general como el uso de fuerza mecanica producida por friccion,
golpeteo 0 molienda que se traduce en generacion de energia util para llevar a
cabo una transformacién fisica o quimica) se ha establecido como una de las
mejores estrategias para obtener productos de alto valor agregado, permitiendo
ademas una reduccion significativa en el uso de agentes auxiliares, especialmente
disolventes, respecto a un procedimiento quimico equivalente en solucion. Asi,
cuando la técnica se combina con tacticas operacionales, como lo son la ausencia
de disolvente, o bien estrategias basadas en organocatalisis o biocatélisis, la
aproximacion resultante puede cumplir adecuadamente con los principios de la
guimica verde, constituyendo asi un proceso verdaderamente sustentable.

En el presente trabajo se describe el uso simultaneo de fuerza mecanica como
fuente energética bajo condiciones sustentables, para llevar a cabo las
transformaciones quimicas enantioselectivas de interés empleando enzimas como
biocatalizadores, especificamente la lipasa B de Candida antarctica (CALB). Se
desarrollaron asi métodos mecanoenzimaticos para la obtencién enantioselectiva
de productos quirales de gran interés, mediante protocolos que cumplen con los
principios de la quimica verde.

El desarrollo de los métodos mecanoenzimaticos se bas6é en una estrategia de
desimetrizacion, que dio lugar a la resolucién enzimatica de mezclas racémicas de
compuestos quirales conteniendo diferentes grupos funcionales como son los
acidos carboxilicos, ésteres, aminas y alcoholes. Por otro lado, con el objetivo de
obtener resultados reproducibles y estandarizados, se decidié6 emplear activacion
mecanica producida por molienda empleando un equipo automatizado de
molienda de bolas de alta velocidad (HSBM por sus siglas en inglés, High-Speed
Ball-Milling).

En las primeras dos secciones de este trabajo, se describen metodologias de
desimetrizacion empleando: (1) P3*-aminoésteres quirales N-protegidos y (2)
aminas primarias que presentan el grupo amino unido directamente a un centro
estereogénico. En ambos casos la técnica mecanoenzimética procedié con
excelentes resultados obteniéndose los productos esperados con altos excesos
enantioméricos (ee > 95%) y excelente conversion quimica (¢ = 50%). Sin
embargo, incluso cuando estos métodos pudieron ser optimizados y llevados a
una escala de mayor interés para la produccion comercial, la recuperaciéon de la
enzima inmovilizada presenté inconvenientes antes de poder ser reutilizada. Esta



complicacion condujo a un estudio mas detallado respecto a la técnica de
molienda utilizada y sus posibles consecuencias en la actividad enzimatica
durante el proceso mecanoquimico.

La tercera seccion de este trabajo presenta los resultados de la investigacion
enfocada a analizar algunas caracteristicas del proceso mecanoquimico que
pueden alterar la viabilidad de CALB después del proceso de molienda.
Especificamente, se estudio la temperatura alcanzada en el reactor durante el
proceso de molienda como una posible causa de inactivacion enziméatica.
Sorprendentemente, después de un estudio riguroso usando CALB inmovilizada y
en solucién, empleando diferentes temperaturas y analizando la pérdida de
actividad después de un tiempo estandar de incubacion, se encontr6 que la
inactivacion enzimatica por efecto térmico disminuyé cuando la enzima se
encuentra inmovilizada, incluso después de haber sido molida varias veces. Por
otro lado, con el propdsito de verificar la eficiencia enzimética en términos de
estereoselectividad, se llevaron a cabo evaluaciones de la actividad enzimética al
paso del tiempo, encontrando que no existe una relacién entre el proceso de
molienda y una pérdida de actividad y/o estereoselectividad. Efectivamente, los
resultados obtenidos ponen en evidencia un efecto minimo de la tensibn mecénica
sobre la actividad enzimética. Esta observacion marcé la pauta para aplicar los
métodos mecanoenzimaticos en la industria, especialmente en la industria de la
quimica fina y la industria farmacéutica.

Finalmente, la cuarta secciébn de este trabajo se enfoc6 en el estudio
mecanoenzimatico realizado para la obtenciébn de un ingrediente farmacéutico
activo (IFA) empleando dos técnicas de desimetrizacion enzimética. Este estudio
expuso las ventajas que el método mecanoenzimatico ofrece en términos de la
sustentabilidad en un proceso de sintesis enantioselectiva con potencial en la
industria farmacéutica. En este estudio, se eligi6 al (+)-Ketorolaco, un
antiinflamatorio no esteroideo presente en el cuadro basico de medicamentos.
Especificamente, se llevo a cabo el proceso mecanoenzimatico de desimetrizacion
a través de dos técnicas, la primera, basada en la esterificacion enantioselectiva
del residuo &cido del Ketorolaco racémico para obtener el enantiomero activo, el
(S)-Ketorolaco, en forma de acido libre y el enantiomero (R) como producto
esterificado. La segunda metodologia consistid en la hidrélisis enantioselectiva de
ésteres racémicos del Ketorolaco para obtener la forma activa del farmaco como
éster recuperado de configuracion (S), mientras que el enantibmero
complementario (R) se obtuvo en forma de &cido libre. En ambos casos, los
métodos mecanoenzimaticos procedieron con un buen exceso enantiomérico (ee
> 83%) para la forma activa del farmaco (S). SimultAneamente, se pudo obtener
de forma enantiopura el enantidmero menos activo (R). De esta manera, ambas
estrategias estan en linea con los principios de la quimica verde. Cabe también
sefalar que estos procesos mecanoenzimaticos se llevaron a cabo en menor
tiempo respecto a los procesos en solucion. Por ultimo, se debe destacar que la



obtencion de ambos enantidmeros del Ketorolaco en forma enantioenriquecida
constituye una notable aplicacion industrial del método mecanoenzimatico, ya que
la forma dextrogira del farmaco (enantiomero R) es usada en el manejo de cancer
de ovario, mientras que la forma levogira (enantiomero S) es un potente agente
antiinflamatorio. Con estos resultados se ilustra asi el potencial de lo que
recientemente se ha denominado “mecanoquimica medicinal’.

Abstract

Recently, green or sustainable chemistry has attracted the attention of the scientific
community from both academic and industrial perspectives. Special interest has
been paid to green methods that facilitate the generation of chemical products and
the development of synthetic methodologies that reduce or eliminate ecological
footprint and environmental impact. Among the existing multidisciplinary methods
that are being applied in the sustainability field, mechanochemistry (generally
defined as the use of mechanical force produced by friction, pounding or grinding
that can afford useful energy to carry out physical or chemical transformations),
has been promoted as a convenient strategy to obtain valuable products, with a
significant reduction in chemical waste, especially discarded solvents, relative to
comparable chemical protocols in solution. When mechanochemistry is combined
with sustainable strategies such as solvent-free methods, organocatalysis, and
especially biocatalysis, the resulting techniques can fulfil most of the green
chemistry principles, affording a truly sustainable process.

The present thesis work describes the use of mechanical force as an efficient
energy source to carry out enantioselective chemical transformations, employing
Candida antarctica Lipase B (CALB) enzyme as biocatalyst. We could demonstrate
that the resulting mechanoenzymatic methods are rather convenient for the
preparation of valuable products via green chemistry protocols.

Experimentally, the present developments using mechanoenzymatic methods are
based on the desymmetrization approach of enzymatic resolution of racemic chiral
compounds containing diverse functionality such as carboxylic acids, esters,
amines and alcohols. With the aim of achieving reproducible and standardized
results, we made use of mechanical activation produced by high-speed ball-milling
(HSBM) equipment.

The first two sections of this work describe desymmetrization methodologies
applied to: (1) chiral N-protected p3-aminoesters and (2) chiral primary amines with
the amino group directly bonded to the stereogenic center. In both cases the
mechanoenzymatic technique was performed with excellent results obtaining
highly enantioenriched products (ee > 95%) with excellent conversion (¢ = 50%).
Nevertheless, even when these methods were optimized and scaled-up efficiently
the recovery, and reuse of the supported enzyme was complicated. This challenge
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motivated a more detailed study of the grinding technique and potential
deactivation of the enzyme during the mechanochemical process.

The third section of this thesis presents the results of a study focused in the
evaluation of the mechanochemical parameters that can alter the enzymatic
activity of CALB during the grinding process. Specifically, reactor's temperature
was evaluated as a potential source of enzymatic inactivation. Surprisingly, after a
comprehensive study on CALB activity using both free and immobilized forms, at
various reaction temperatures, it was revealed that enzymatic inactivation due to
thermal effect decreases substantially when immobilized biocatalyst is used, even
after repeated grinding. On the other hand, a stereoselectivity assessment based
on milling time revealed no relation between the grinding process and loss of
activity/stereoselectivity. These results indicate a minimal effect of mechanical
stress on the enzymatic activity and pave the road for the eventual application of
mechanoenzymatic processes in industry, especially in fine chemistry and
pharmaceutical industry.

Finally, the fourth section of this thesis focuses in the mechanoenzymatic
preparation of an active pharmaceutical ingredient (API) employing
desymmetrization strategies to show the potential of the solvent-free ball-milling
method in the sustainability of synthetic industrial processes. In this way, (%)-
Ketorolac, a nonsteroidal anti-inflammatory drug present in the list of highly used
drugs, was selected as a model to study the mechanoenzymatic preparation of
pharmaceutically active molecules. The mechanoenzymatic process was
performed using two different desymmetrization strategies: first, through the
enantioselective esterification of the acid residue present in racemic Ketorolac to
recover the active enantiomer, (S)-Ketorolac, as the free acid and the (R)-
enantiomer in ester form. Second, through an enantioselective hydrolytic technique
using racemic Ketorolac esters to afford the active form of the (S configured) drug
as an ester and the R enantiomer as the free carboxylic acid. Both
mechanoenzymatic cases proceeded with a good enantiomer excess (ee > 85%)
for the active form of the drug.

Both of the developed procedures for the preparation of enantiopure Ketorolac are
in line with the principles of green chemistry. Interestingly, these solvent-free
protocols were performed in shorter reaction times relative to analogous processes
in solution. Additionally, the isolation of enantiopure (R)-Ketorolac described here
could lead to an attractive industrial application of the mechanoenzymatic method,
because the (R)-enantiomer is being used in the management of ovarian cancer
whereas the (S)-enantiomer is a potent anti-inflammatory agent, illustrating the
potential of so-called “medicinal mechanochemistry”.
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1. Introduccién

1.1 Quimica verde

Durante las ultimas dos décadas, la quimica verde o quimica sustentable se ha
posicionado como una tendencia global que atiende a la urgente necesidad de
llevar a cabo procesos quimicos industriales de manera més limpia y eficiente.
Esta meta esta conduciendo a avances cientificos y tecnoldgicos orientados al
desarrollo de sistemas cada vez mas sustentables. Estrictamente, la quimica
verde se ha definido como el disefio de productos y procesos quimicos que
reducen o eliminan el uso o la generacion de sustancias peligrosas.! Sin embargo,
la definicion y el campo de aplicacion actual ha evolucionado de manera
significativa, incentivando la creacion y exploracion de campos no contemplados
inicialmente, como son la generacion de tecnologias menos dafiinas para el medio
ambiente.?

Puede decirse que un proceso industrial 0 una reaccion quimica es menos
contaminante si evita el empleo de una cantidad sustancial de disolvente o reduce
el tiempo de reaccion respecto a un proceso estandar, o si elimina el uso de
auxiliares quimicos (aditivos) para llevar a cabo una reaccion. No obstante, en el
ambito de la quimica verde, sobre todo industrialmente, no basta con mostrar
subjetivamente una mejora en la manera en la que el proceso se lleva a cabo.
Consecuentemente, Paul Anastas, considerado por algunos como el “padre” de la
quimica verde, y John Warner propusieron doce principios fundamentales que
cimentaron el campo de estudio de la quimica sustentable y que ademas, pueden
usarse como guia para conocer qué tan “verde” es un proceso.® Estos principios
han sido denominados los doce principios de la quimica verde (Figura 1).4

1) Ewtglr £ 2) Economia 3) Sintesis ) itz
generacion de . o productos
atémica menos toxica

residuos benignos

5) Disolventes y
auxiliares no
toxicos

10) Disenar
9) Catilisis para la
degradacion

11) Anélisis en il 12) Prevencion
tiempo real de accidentes

Figura 1. Los doce principios de la quimica verde.?*



Aun asi, determinar el grado de observancia de la categoria “verde” puede resultar
en una practica ambigua que no necesariamente define la sostenibilidad y el
impacto ambiental de un proceso. En consecuencia, se han elaborado criterios
que permiten la medicién cuantitativa de parametros que pueden utilizarse para
realizar comparaciones entre métodos y reacciones quimicas y definir de forma
clara la estrategia que se apega mayormente a lo propuesto por los doce
principios de la quimica verde. Algunos de estos conceptos son:

e Economia atdmica (EA)

Este parametro, introducido en 1991 por Barry Trost, permite analizar la
eficiencia de una reaccion al cuantificar qué proporcion del material de
partida se encuentra presente en el producto final.> Es importante notar que
la economia atémica no corresponde al rendimiento final de una reaccién,
sino a la cantidad de atomos de los sustratos de partida que se encuentran
incorporados en el producto final (Ec. 1).

masa de los atomos en el producto deseado
= k

masa total de los atomos de los reactivos 100 (1)

e Factor ambiental (E-factor)

El concepto de factor ambiental, introducido por Roger Sheldon en 1992, un
afo después de que Trost introdujera el concepto de economia atémica,
visualiza de manera global la generacién de desechos o todo aquello que
no es el producto deseado.® De manera general y simplificada se usa para
cuantificar la cantidad de productos secundarios generados respecto a la
cantidad de producto deseado en unidades de masa (Ec. 2).

Kg de productos secundarios

factor — E =

2
Kg de producto deseado @

La economia atémica EA y el factor-E son unidades de medida ampliamente
utilizadas en la industria, aungque existen otros parametros adicionales que pueden
calcularse para cuantificar que tan “verde” es un proceso.’

Algunos de los parametros de la quimica verde derivados de los principios 4, 5, 7,
11 y 12 (Figura 1), no pueden medirse a través de un calculo matematico que
involucre los componentes y el producto de una reaccion; no obstante, existen
alternativas que permiten evaluar el cumplimiento de esos principios. Especial
interés se ha prestado a la evaluacion correcta del quinto principio, que hace
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referencia al empleo de disolventes y reactivos auxiliares no toxicos. Debe
destacarse que, aunque este principio no restringe por completo el uso de
disolvente en una reaccion, si promueve su minimizacion o el empleo de los
denominados disolventes verdes. Un disolvente verde idoneo es aquél que
presenta las mejores propiedades de proteccion ambiental y de seguridad del
usuario, y que puede obtenerse a través de fuentes naturales o producirse
mediante estrategias renovables, como lo es la fermentacién de microrganismos.2
Sin embargo, el numero de disolventes con estas caracteristicas y las aplicaciones
inherentes que permiten su uso son reducidas.>!® Ante esto, compafias como
GlaxoSmithKlein han desarrollado cuadros comparativos que permiten elegir entre
una variedad de disolventes de acuerdo a su grado de toxicidad (para asi procurar
el cumplimiento del quinto principio) facilitando la eleccion de un disolvente o su
reemplazo para un proceso determinado.*!

Asi, la correcta determinacién de qué tan “verde” es una reacciGn o proceso
quimico requiere de un andlisis profundo que en ocasiones precede a la ejecucién
de la reaccién misma. Por ejemplo, mediante el analisis de la procedencia de las
materias primas utilizadas y el costo energético asociado a su obtencion, asi como
la seguridad inherente del proceso y su reproducibilidad. De esta forma, la
evaluacion exhaustiva de qué tan “verde” es un proceso requiere que las técnicas
de valoracion sean cada vez mas precisas.?13

1.2 Mecanoquimica

Asi como el quinto principio de la quimica verde recomienda minimizar el empleo
de disolventes, el sexto principio hace referencia a la eficiencia energética con la
que se lleva a cabo un proceso. Este factor no puede medirse de manera
cuantitativa a través del simple estudio de una reaccion o serie de reacciones
quimicas ya que debe analizarse la eficiencia del proceso en términos de la
energia (térmica, eléctrica, luminica, sonora, mecanica) que se emplea para
realizar la transformacion. Es decir, para un proceso convencional (por ejemplo, en
solucién, empleando un matraz y un bafio de aceite), debe cuantificarse la
cantidad de energia eléctrica necesaria para agitar la reaccion y calentar el bafio
hasta la temperatura deseada y durante el tiempo requerido. Por lo general, si se
realiza el calculo te6rico del gasto energético anticipado y se compara con el gasto
real, este Ultimo ser& sustancialmente mayor debido a la pérdida de calor que se
genera en la parrilla y el bafio de aceite. Asi mismo, debe considerarse la
eficiencia con la que el equipo de calentamiento transforma la energia eléctrica en
térmica y el tiempo que debe usarse para calentar de forma homogénea todo el
sistema.

En este contexto, el sexto principio de la quimica verde se orienta a la busqueda
de tecnologias que disminuyan el gasto energético para llevar a cabo una cierta
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transformacién quimica.* Especialmente, se han investigado fuentes de energia no
convencionales como son la irradiacion de microondas, la electroquimica, la
sonoquimica y la mecanoquimica como posibles alternativas.'#'® Esta ultima
aproximacion, el uso de fuerza mecanica como promotora en reacciones quimicas,
se ha posicionado durante las ultimas dos décadas como una estrategia de gran
interés entre la comunidad cientifica.

Las reacciones mecanoquimicas, definidas como reacciones quimicas inducidas
por la absorcion directa de energia mecénica producida por friccion, maceracion o
molienda,*® han sido exploradas con mayor interés en las Ultimas décadas. Sin
embargo, su aplicacién en el ambito de la quimica data desde hace mas de dos
milenios.?® No obstante, cabe sefialar que hasta hace poco tiempo las técnicas de
molienda estuvieron mayormente enfocadas a operaciones de trituracion para la
reduccion del tamafio de particulas en industrias de mineria o farmacéuticas.

El aprovechamiento de la fuerza mecénica como fuente de energia para activar
reacciones quimicas requiri6 como punto de partida la comprension de los
fundamentos de esta estrategia para llevar a cabo transformaciones empleando
reactivos organicos.??2 Para comprender la aceptacion de esta técnica en el
ambito de la quimica verde es importante destacar la percepcidén pragmatica que
el empleo de la fuerza mecénica producia en el espectador. En particular, como
quimicos, especialmente en el &mbito de la quimica fina y farmacéutica, solemos
asociar un proceso de molienda con una transformacion fisica que permite
modificar las propiedades de un soélido cristalino reduciendo el tamafio de particula
y permitiendo mezclar con mejor eficiencia dos sélidos.?®> La mecanoquimica
modifica ademas las propiedades de un compuesto cristalino para incrementar
algunas propiedades farmacéuticas.?* Sin embargo, generalmente no asociamos
el empleo de la fuerza mecanica para llevar a cabo la sintesis de un ingrediente
farmacéutico activo (IFA).

En este contexto, la percepcion del notable poder de la fuerza mecanica llevo a
considerar que la temperatura alcanzada durante la molienda era tan alta que no
era conveniente llevar a cabo la molienda de reactivos sensibles, como son los
reactivos organicos. Efectivamente, una teoria inicial propuso un modelo
relacionado con la distribucion energética dentro de un molino de bolas y fue
llamada la teoria de los puntos calientes o hot spot theory en inglés.?! Esta teoria
plantea que durante el proceso de molienda de materiales inorganicos el impacto
generado por los artefactos de friccion (bolas de acero u otros materiales) produce
puntos locales de alta energia que permiten elevar sustancialmente la temperatura
del proceso.?®> No obstante, investigaciones mas recientes empleando sustratos
organicos, han descartado esta premisa demostrando que es posible la aplicacion
de los procesos mecanoquimicos en sintesis organica sin observarse una
destruccion de los reactantes.?6:27
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Una reaccion mediada por fuerza mecanica puede realizarse mediante molienda
simple usando un mortero y un pistilo (Figura 2a);?® sin embargo, con el objeto de
estandarizar los protocolos mecanoquimicos y facilitar su reproducibilidad, en la
actualidad se prefiere usar aparatos automatizados que pueden controlar el tiempo
y la frecuencia de la molienda. La eleccion de la configuracion del equipo de
molienda depende esencialmente del tipo y escala de la reaccion estudiada
(Figura 2). A nivel laboratorio, en la mayoria de los casos se prefiere usar la
técnica de molienda de bolas de alta velocidad (HSBM, High-Speed Ball-Milling
por las siglas en inglés) para llevar a cabo la reaccién (Figura 2b).2°

a)

Figura 2. Equipos de molienda utilizados en reacciones organicas. a) Mortero y
pistilo. b) Equipo de molienda de bolas de configuracion vibracional. ¢) Equipo de
molienda de bolas de configuracion planetaria. d) Tornillo gemelo empleado para
procesos de molienda mediante extrusion.20

Los procesos de molienda presentan ventajas importantes respecto a la aplicacion
de otras fuentes de energia no convencionales como son las microondas y la
electroquimica. En particular, destaca el hecho de que mediante la técnica
mecanoquimica se llevan a cabo transformaciones quimicas en ausencia de
disolvente. Debe también resaltarse el hecho de que los procesos
mecanoquimicos facilitan la adicion de reactivos que presentan baja solubilidad en
los disolventes tradicionales. Estas caracteristicas posicionan las técnicas de
molienda como estrategias muy atractivas en el ambito de la quimica sustentable.
En especial, un proceso mecanoquimico puede conducirse bajo condiciones libres
de disolvente, incrementando incluso la eficiencia de una transformacion al
involucrar una alta concentracién de los reactivos en el seno de la reaccion.3?

Las ventajas inherentes del uso de fuerza mecéanica para llevar a cabo
transformaciones quimicas hicieron posible la exploracion de diversas estrategias
sintéticas para la obtencion de productos e intermediarios relevantes,
acrecentando el interés, estudio y aplicacion de la mecanoquimica como
alternativa “verde” en sintesis quimica, especialmente organica.??3? De entre las
aplicaciones sintéticas organicas exploradas bajo la influencia de fuerza mecéanica
destacan: reacciones de tipo Michael, Baylis-Hillman y Wittig, asi como
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cicloadiciones, condensaciones aldolicas y reacciones de tipo Knoevenagel asi
como reacciones catalizadas por metales tales como son las reacciones de
Suzuki, Heck y Sonogashira.334! No obstante, el estudio enfocado a la sintesis
asimétrica de compuestos empleando prolina o diferentes organocatalizadores a
través de estrategias mecanoquimicas, resulté de especial interés para la
comunidad cientifica.4?-44

Las técnicas de sintesis mediadas por organocatalizadores, especialmente
aquéllas que se llevan a cabo empleando fuerza mecénica, ilustran la tendencia
que debe seguirse para el desarrollo de protocolos con mayor sustentabilidad
apegados a los doce principios de la quimica verde.*® Ademas de incentivar la
aplicacion de moléculas organicas biodegradables que pueden sustituir a las
alternativas metalicas en sintesis asimétrica. En particular, el empleo de
organocatalizadores tales como la prolina o diferentes péptidos en conjunto con
fuerza mecénica provee evidencia sustancial del efecto benigno de la activacion
mecénica sobre la estabilidad de moléculas organicas. Adicionalmente, la
excelente estereoselectividad obtenida en estos protocolos muestra la estabilidad
de los organocatalizadores ante las condiciones de molienda.*?-46

Finalmente, el conocimiento de la estabilidad de las moléculas organicas, incluidos
los péptidos, al embate de la fuerza mecanica producida por los equipos de
molienda y la capacidad de la técnica para llevar a cabo reacciones con alta
estereoselectividad, condujeron a la posibilidad del empleo de estructuras
proteicas mas sensibles y complejas en conjunto con procesos mecanoquimicos
para llevar a cabo procesos de sintesis asimétrica; es decir, procesos enzimaticos
mediados por fuerza mecéanica para obtener productos con alta enantiopureza.*®

1.3 Biocatalisis

El empleo de catalizadores en una reaccion quimica, incluso bajo condiciones
convencionales usando disolvente, favorece de manera clara el cumplimiento de
los conceptos fundamentales de la quimica verde. En especial, un biocatalizador
disminuye considerablemente la energia requerida para llevar a cabo la reaccion,
incrementa la (estereo)selectividad de un proceso, reduce la cantidad de los
desechos generados y aumenta la economia atémica.? Estas caracteristicas
convierten a la biocatélisis en una de las herramientas mas atractivas de la
quimica verde. Efectivamente, entre la variedad de catalizadores que pueden
emplearse en el ambito de la quimica sustentable como son los catalizadores
metalicos y los organocatalizadores, los biocatalizadores se han constituido como
las herramientas ideales para llevar a cabo un proceso “verde”.

La biocatalisis, que comprende el uso de enzimas o células completas para
acelerar una transformacion quimica,*’ es una metodologia cuyas raices datan de
las antiguas civilizaciones de Mesopotamia y Asia.*® Sin embargo, la comprension
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de los procesos biocataliticos y las aplicaciones dirigidas a la obtencion de
productos especificos se registraron hasta finales de los afios cincuenta del siglo
pasado.*® Dentro del &mbito de la quimica verde, la biocatalisis se ha convertido
en una herramienta fundamental dando lugar al desarrollo de nuevos campos de
investigacion tales como el desarrollo de metodologias para la sintesis de
compuestos mediada por enzimas de distintas clases, reacciones en cascada
involucrando una o dos transformaciones enzimaticas e incluso se han aportado
fundamentos para la aplicacion de los principios de la evolucion dirigida para la
optimizacion de las funciones enzimaticas.%0-%

Es pertinente aqui sefialar que el empleo de células o enzimas para llevar a cabo
un proceso quimico conduce al cumplimiento de uno de los principios de la
quimica verde, especificamente el empleo de fuentes renovables. No obstante, es
importante considerar algunas caracteristicas de los sistemas biolégicos que
podrian impedir el cumplimiento de estos principios. Por ejemplo, el empleo de
una célula completa para llevar a cabo una transformacién quimica requiere de
condiciones especificas. Asi, debe considerarse si la transformacion se llevara a
cabo dentro o fuera de la célula, ya que en el primer caso debe asegurarse que el
biocatalizador posea los componentes celulares necesarios para la introduccién
del sustrato al interior de la célula en donde ocurrira la catalisis (Figura 3).%® Asi
mismo debe asegurarse que el producto sea liberado del biocatalizador.>® Por otro
lado, cuando el proceso toma lugar de manera extracelular, debe adecuarse el
medio en el que la célula esta creciendo para preservar las condiciones de
crecimiento y asegurarse que el producto no interfiera con ningun otro proceso
celular o desencadene la inactivacion del biocatalizador.>” En ambos casos, es
necesario conocer el tiempo de activacion de la enzima que realizara la catalisis y
cerciorarse de la correcta generacion proteica de la misma, de lo contrario el
proceso deseado sera lento o nunca ocurrira.

Canal de
acceso a la célula

4,
be’);]e
Y
Sustrato ‘ E E ‘
Producto ‘)
Canal de
salida

Figura 3. Representacién de un proceso biocatalitico intracelular empleando una
célula completa.>®
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Las limitaciones inherentes del proceso y las complicaciones que pueden ocurrir
durante la transformacion biocatalizada por células completas han generado una
mayor expectativa en el uso de enzimas como biocatalizadores. En patrticular, el
empleo de enzimas elimina la necesidad de las condiciones de reaccion que son
necesarias para el crecimiento celular, minimiza posibles contaminaciones del
medio de cultivo que afectan al proceso biocatalitico y elimina el tiempo de espera
gque es necesario para que la célula sintetice el biocatalizador, entre otras
ventajas. Asi, ha aumentado el empleo de enzimas como biocatalizadores a nivel
industrial, especialmente en el campo farmacéutico.585°

Lamentablemente, el uso de enzimas solubles acarrea otras limitaciones
importantes que afectan de manera significativa la sustentabilidad del proceso. Por
ejemplo, es claro que una enzima reduce el tiempo de proceso y elimina algunas
desventajas respecto al uso de células completas; sin embargo, una enzima es un
sistema proteico susceptible a inactivacion y desnaturalizaciéon por efecto de la
temperatura, el pH y los sustratos empleados o los productos generados.®®
Adicionalmente, la recuperacion de una enzima soluble conlleva un proceso
laborioso que incrementa la produccion de residuos. Sin embargo, se han
desarrollado metodologias para emplear enzimas que sean facilmente
recuperadas del medio de reaccion, una de estas metodologias consiste en la
inmovilizacién de la enzima en soportes poliméricos estables.

La inmovilizacion de una enzima en un soporte adecuado incrementa de manera
considerable la capacidad del biocatalizador para resistir condiciones adversas de
reaccion como son la temperatura, la presion y el pH. No obstante, la mayor
ventaja de emplear una enzima inmovilizada es la posible recuperacion del
biocatalizador que puede entonces ser usado sin mayores tratamientos en nuevos
ciclos cataliticos.®*

Diversas enzimas han sido inmovilizadas con multiples propdésitos; por ejemplo,
acetilcolinesterasas para la deteccidn de pesticidas, ureasas como biosensores,
aldolasas con el propésito de detectar analitos de interés médico y galactosidasas
para la obtencién de productos alimenticios, entre otras.®?%> Asi mismo, en el
ambito de la sintesis organica y en especial de la quimica verde, la inmovilizacién
de lipasas ha permitido el desarrollo de reacciones que conducen a la obtencién
de productos de interés quimico y farmaceéutico.

1.4 Lipasas, 6ptimos biocatalizadores

Una lipasa verdadera (EC 3.1.1.3) o carboxilesterasa, es una enzima que cataliza
la hidrdlisis y sintesis de acilgliceroles con una cadena hidrocarbonada.®® Las
lipasas son en su mayoria proteinas extracelulares por lo que se producen con
relativa facilidad, incluso a través de técnicas recombinantes empleando
microorganismos modificados.®® El interés quimico y farmacéutico en estas
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enzimas radica en su capacidad para catalizar un gran numero de reacciones con
alta quimio-, regio- y estereoselectividad, ademas de permanecer activas a
temperaturas altas (hasta 70 °C) y bajo condiciones no convencionales de pH y
concentracion.®” La principal caracteristica que define a las lipasas como enzimas
de eleccion en la industria es su notable capacidad de llevar a cabo reacciones en
medios organicos.5®

La lipasa B de Candida antarctica (CALB por las siglas en inglés, Candida
antarctica Lipase B) se encuentra entre las lipasas més estudiadas en la academia
e industria. CALB estd constituida por 317 residuos de aminoacidos, lo que
corresponde a una masa atémica de 33kDa.®® La estructura molecular de CALB
fue resuelta en 1994, permitiendo elucidar el mecanismo de accién enzimatico que
involucra una triada catalitica formada por el residuo 187 de Aspartato, 224 de
Histidina y 105 de Serina (Aspis7-His224-Serios, Figura 4). Asi mismo, participa en
el proceso catalitico una cavidad por arriba del sitio activo y un segmento
oxianidnico como parte de una arquitectura estructural que permite posicionar al
agente acilante y al nucledfilo responsable de la formacién del producto
biocatalitico (Figura 5).%°
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Figura 4. Mecanismo de la accién hidrolitica de CALB.>®

Es evidente que, ademas de sus excelentes propiedades térmicas y funcionales
en disolventes organicos, las caracteristicas estéricas del sitio catalitico de CALB
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(triada catalitica, y dos cavidades de diferente tamafio para el posicionamiento de
la porcidon pequefia (P) y grande (G) de la molécula a catalizar), le proporcionan a
esta lipasa la extraordinaria capacidad de diferenciar con gran precision entre los
enantiomeros en una mezcla racémica, permitiendo la obtencién de productos
organicos con altos excesos enantioméricos.’”® También debe sefalarse la
sorprendente estereoselectividad del sitio catalitico que permite a CALB catalizar
un gran numero de reacciones en una amplia variedad de sustratos; debido a esto
CALB suele denominarse una enzima promiscua.’*
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Figura 5. Representacion esquemaética del sitio activo de CALB indicando las
porciones estructurales mas relevantes del biocatalizador.”

Las primeras aplicaciones de CALB en sintesis orgéanica estuvieron enfocadas a la
esterificacién de alcoholes y de acidos carboxilicos, a la hidrélisis de acidos grasos
o0 a diversas transesterificaciones, conduciendo asi a aplicaciones industriales
para obtener biodiesel, materias primas para la industria cosmética, de fragancias,
de saborizantes y farmacéutica, asi como para la obtencion de lubricantes.” Las
excelentes propiedades estéricas antes descritas han generado una serie de
elegantes aplicaciones sintéticas empleando CALB para obtener productos con
alta regio-, quimio- y estereoselectividad. Ejemplos de estas aplicaciones incluyen
la sintesis de alcoholes, aminas, acidos carboxilicos y ésteres Opticamente
activos.”*’” No obstante, uno de los mayores desarrollos involucrando a CALB fue
la aplicacion de esta enzima en la sintesis asimétrica de compuestos con actividad
farmacoldgica tales como lactamas, [p-aminoacidos, esteroides, diferentes
precursores de moléculas activas e incluso farmacos comerciales, mediante
técnicas que involucran reacciones de acilacion o esterificacion o mediante la
separacion enantiomérica de mezclas racémicas.”®® Algunos ejemplos
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especificos de estas aplicaciones seran discutidos durante los siguientes capitulos
de este trabajo.

CALB ha sido empleada para llevar a cabo la separacion de mezclas racémicas
mediante diferentes estrategias. En su mayoria, las biotransformaciones mediadas
por ésta y otras lipasas se llevan a cabo por resolucién cinética, una técnica de
gran alcance en sintesis asimétrica que se discutira en el siguiente apartado.8?: 82

Finalmente, es posible encontrar distintas presentaciones comerciales de CALB,;
sin embargo, se prefiere su uso de manera inmovilizada (Novozym 435®, N435), lo
que permite su reutilizacion. N435 se ha empleado de manera industrial en una
gran variedad de procesos mostrando un alto grado de resistencia y estabilidad a
las condiciones requeridas para su manejo a gran escala demostrando ventajas
sustanciales en comparacién con otras variedades de lipasas, convirtiéndose en
un biocatalizador de gran impacto y sustentabilidad.3

1.5 Resolucidn cinética como estrategia de sintesis.

La resolucién cinética es una técnica de separacion quimica ampliamente usada
en la preparacion enantioselectiva de diferentes compuestos quirales de interés.
Los fundamentos que ayudan a comprender la naturaleza de una separacion
enantiomérica en términos de la formacion de complejos diastereoméricos que
pueden separarse fisicamente fueron establecidos por Pasteur a mediados del
siglo XIX.84

Alternativamente, una sintesis enantioselectiva se puede conseguir mediante la
transformacién quimica de un solo enantibmero por accidon de un agente que
manifieste y genere quiralidad (como son una enzima o una célula completa); este
fundamento sostiene en gran medida la hipétesis de trabajo en esta tesis.
Especificamente, para que una reaccion enzimatica mediada por resolucion
cinética se lleve a cabo de manera eficaz se debe asegurar que las constantes de
velocidad (k) para la biotransformacion del par enantiomérico sean diferentes. En
este contexto, para que la resolucion enzimética sea eficiente, la constante de
velocidad de un enantiomero debe ser considerablemente menor a la constante de
velocidad de transformaciéon del enantiomero opuesto (Figura 6).

Es importante enfatizar que, incluso cuando las constantes sean completamente
diferentes entre si, debe considerarse que la enzima puede catalizar la reaccion
en ambos enantiomeros, aunque a velocidades diferentes. Por tanto, se debe
detener el proceso biocatalitico cuando la conversion hacia el producto deseado
haya alcanzado no mas de un 50% de su valor.8* En este sentido, es importante
notar que con una reaccion altamente enantioselectiva es posible obtener
productos con alta enantiopureza a bajos grados de conversién (¢ = 0 - 50%).
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Figura 6. Representacion de una resolucion cinética mediada por un biocatalizador
quiral (B*) mostrando los posibles escenarios de acuerdo con la diferencia entre
las constantes de velocidad para cada enantiomero.

No obstante, una reaccién poco selectiva, puede de igual forma enantioenriquecer
uno o ambos productos a grados de conversién altos. Por lo tanto, la relacién
entre la pureza enantiomérica, definida por el exceso enantiomérico (ee, Ec. 3) y el
grado de conversion (c, Ec. 4) son necesarios para describir un proceso de
resolucién enzimatica.8®

|IRI-[S

ee_‘[RH[S]‘ 3)

R+
Rlo+ 151, P

Las ecuaciones 3 y 4 permiten expresar las concentraciones de cada enantibmero
en relacién con la conversion y el exceso enantiomérico. De esta forma, después
de un tratamiento matematico extenso, es posible obtener una representacion que
describe el proceso de resolucién en relacibn con el exceso enantiomérico y
conversion quimica (ver parte experimental).848 Este modelo se describe en la
ecuacion 5, un concepto que suele denominarse factor de estereoselectividad (s),
no obstante, para efectos de este trabajo, se definira como enantiopreferencia
(E).8485

_In[(1—-¢c)(1-ee)]
T In[(1-0c)(1+ee)]

(5)
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Las ecuaciones 4 y 5 se emplean para evaluar un proceso biocatalitico cuando se
conocen las concentraciones de ambos enantidmeros en un tiempo determinado
de la reaccién; no obstante, existen otras aproximaciones que también se utilizan
en la evaluaciéon de interés.®® En este sentido, considerando que de manera
practica una reaccion enantioselectiva puede ser monitoreada a través de
instrumentos que permiten conocer el exceso enantiomérico del producto de
biocatalisis y del sustrato remanente, y teniendo en cuenta que las reacciones
mediadas por CALB suelen ser altamente enantioselectivas, las ecuaciones 4y 5
se modifican para adecuarse a los datos que se obtienen directamente de la
reaccion (Ec. 6y Ec. 7):
ee;

c=——— (6)

ees + ee,

In[1-c(1+eepy)]

E = ni—ca= ee,)]

()

Es claro que conociendo el exceso enantiomérico (ee) de los productos de la
reaccion se calcula facilmente el grado de conversion (c). Asi mismo, conociendo
la conversion de la reaccion se define la enantiopreferencia (E) del sistema
biocatalitico a un tiempo determinado. Por esta razon, las ecuaciones 6 y 7 se
emplearan a lo largo de este trabajo.

Ademas de describir la enantiopreferencia de un proceso enzimatico para catalizar
la modificacion quimica de un enantidmero sobre el otro, el valor de E se emplea
también para calcular la diferencia en energia de activacion entre los estados de
transicion diastereoméricos para la reacciéon de cada enantimero.®® Esta
informacion termodindmica conduce a un estudio mas profundo respecto a la
selectividad de una enzima. La relacion entre el valor de E y el AAG” se define a
través de la ecuacién modificada de Eyring para los estados de transicion (Ec.
8)_86
—AAG*

lnE =T (8)

Donde E es el valor de la enantiopreferencia, R es la constante ideal de los gases,
T es la temperatura del sistema y AAG? es la diferencia entre las energias de los
estados de transicion diastereoméricos. De la ecuacion 8 se concluye que si se
desea conocer el valor de AAG* para una reaccion en particular, debe evaluarse E
a un tiempo t determinado a diferentes temperaturas. La pendiente de un grafico
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de R In E vs 1/T proporciona el valor de la diferencia de energia de activacion
entre los estados de transicion diastereoméricos (Figura 7).

150~
100- _ +
i m= AAG
E _/"'
x
50+
0 T L T L] 1
0 10 20 30 40 50
TYK?

Figura 7. Representacion gréafica del calculo para obtener la diferencia en energia
de activacion entre los estados de transicion diastereoméricos (AAG?).

Finalmente, es importante mencionar que los estudios pertinentes a este analisis
cuando se emplea CALB han determinado que el segundo estado de transicion
tetraédrico del mecanismo de reaccion (Figura 4), es el paso determinante del
proceso biocatalitico.8”:28 Por lo tanto, el valor de AAG* que se obtenga al realizar
un estudio con CALB (ver las siguientes secciones en esta tesis), permitira
predecir la selectividad del proceso (Figura 8).

Figura 8. Representacion del paso determinante en la acilacion enantioselectiva
de un alcohol secundario quiral mostrando la barrera energética de cada
enantiomero y la diferencia en energia de activacibn entre ambos estados
diastereoméricos.
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1.6 Mecanoquimicay biocatélisis.

Como resultado de las consideraciones especificadas anteriormente; es decir, la
conveniencia de desarrollar metodologias en linea con los doce principios de la
quimica verde mediante el estudio de la fuerza mecanica como inductora de
reacciones quimicas, y que se ha enriguecido recientemente con la evaluacion de
organocatalizadores para llevar a cabo sintesis asimétrica, en conjunto con las
excelentes propiedades de diferentes enzimas como la CALB para llevar a cabo
procesos de resolucidn cinética enantioselectiva que permiten obtener productos
de interés, fue posible materializar el empleo de enzimas para llevar a cabo
biocatélisis asistida por fuerza mecénica.*®

De esta forma, y como se expondra a lo largo de los siguientes capitulos de esta
tesis, la conjuncién de ambas estrategias (mecanoquimica y biocatalisis) permitio
la exploracion de un campo nuevo en el area de la sintesis asimétrica, cuya
fertilidad ha desembocado en la generacion de protocolos para la obtencion de
productos con alto valor agregado empleando diferentes enzimas.®°
Destacadamente, la experimentacion mostrada en este trabajo suministré parte de
la evidencia necesaria para consolidar este nuevo campo de aplicacion en
biocatalisis;*® no obstante, y debido a la versatilidad de la técnica desarrollada,
diferentes aplicaciones han surgido para la separacién y sintesis de productos
tales como derivados de lignina, péptidos y oligopéptidos, asi como para el
aprovechamiento de biopolimeros para la obtencion de diferentes azucares y el
desarrollo de estrategias para la generacion de intermediarios farmacéuticos a
través de estrategias enzimaticas mediadas por activaciéon mecanica.®-%
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2 Objetivos

2.1 Objetivo General

Disefiar estrategias mecanoenzimaticas para la resolucion cinética de
compuestos de interés farmacéutico empleando la lipasa B de Candida
antarctica inmovilizada y activacion mecénica generada por molienda de
bolas de alta velocidad siguiendo los principios de la quimica verde.

2.2 Objetivos Especificos

Estudiar la eficiencia resolutiva de CALB empleando sustratos racémicos
con diversidad de naturaleza y demanda estérica, en combinacién con la
aplicacion de fuerza mecénica producida por molienda.

Sintetizar las materias primas y los estandares racémicos necesarios para
llevar a cabo la evaluacion de las técnicas mecanoenzimaticas.

Evaluar los pardmetros mecanoquimicos de frecuencia y tiempo de
molienda como moduladores en la resoluciébn cinética de mezclas
racémicas de compuestos quirales.

Optimizar las condiciones de la reaccion de desimetrizacion de mezclas
racémicas de compuestos quirales para generar productos con altos
excesos enantioméricos. En particular, se busca desarrollar reacciones que
procedan con buena conversion quimica y buenos valores de
enantiopreferencia.

Examinar el efecto de la fuerza mecénica sobre la actividad de CALB y su

posible repercusion en la eficiencia, en especial la enantioselectividad, del
biocatalizador.
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3 Capitulo |

RESOLUCION MECANOENZIMATICA DE
B3-AMINOESTERES N-BENCILADOS
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3.1 Antecedentes del empleo y sintesis de B-aminoacidos y su
aplicaciéon en el &mbito de la quimica fina.

Los B-aminoécidos (Figura 9, centro) a diferencia de los a-aminoéacidos, son
estructuras no proteinogénicas que se presentan de manera esporadica en la
naturaleza.! No obstante, el nimero, diversidad e importancia de los B- (y y-)
aminodacidos es notable.?

O
0 H,N /\HJ\OH 0
H,N R H,N
OH B2-aminoacido OH

R R
S R 0O s
a-aminoacido y-aminoacido

H,N OH

B3-aminoacido

Figura 9. Clasificacion de los aminoacidos de acuerdo con la posicién del grupo
amino respecto al grupo carboxilico.

Las excelentes propiedades bioldégicas de estos compuestos que actian como
peptidomiméticos incluyen un aumento de la actividad terapéutica respecto a
moléculas homdlogas y una mayor resistencia al embate de enzimas
proteoliticas.® En consecuencia, el empleo de los B-aminoacidos como posible
inhibidores enzimaticos y como protectores proteicos se ha incrementado de
manera sustancial en el ambito farmacéutico.® Cabe también destacar la
identificacion de estructuras naturales conteniendo residuos de p-aminoacidos
como son el taxol, proveniente de la conifera Taxus brevifolia, la bleomicina,
producida por Streptomyces verticillus y la microcistina, presente en
cianobacterias, como agentes anticancerigenos con excelentes resultados.!

A pesar de la clara lejania entre los origenes naturales de las estructuras
empleadas como agentes terapéuticos y el metabolismo de los mamiferos, es
posible identificar f-aminoacidos en diferentes estructuras bioldgicas y en algunas
rutas metabolicas. Un ejemplo claro es el caso de la B-alanina, el B-aminoacido
mas simple que se presenta de manera natural en la vitamina B5 (Figura 10). Esta
vitamina es necesaria para la sintesis de la Coenzima A (CoA), cuya funcion
metabdlica en humanos es vital. De igual forma, la B-alanina es componente de la
carnosina, un dipéptido responsable de algunas funciones metabdlicas tales como
detoxificacion de radicales libres y subproductos de membrana (Figura 10).2
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B-alanina
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0
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H,N N
H
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Carnosina

Figura 10. B-Alanina como bloque de construccion de diversos productos
naturales.

Se han explorado diversas estrategias para la sintesis de p-aminoacidos
incluyendo la homologacion de a-aminoacidos, adiciones de Michael a
compuestos carbonilicos «,pB-insaturados, reacciones tipo Knoevenagel
empleando un aldehido, un acido dicarboxilico y una amina, apertura de productos
naturales que incluyen fragmentos lactdmicos, reacciones que involucran
transposicion de Curtius, entre otras (Figura 11).”*> No obstante, en las uUltimas
tres décadas se ha dedicado especial atencion a la busqueda de metodologias
para la obtencion de B-aminoacidos mediante estrategias asimétricas empleando
por ejemplo catalizadores de distintas clases.1®

(0]
o o
HoN
2 W)J\OH NH,
R OR3 R )\/\
1 R OH
R, !
Aminacion reductiva H | » R,
omologacion Oxidacion de
aminoalcoholes
CO,H (0} o)
R/H)%H — — R1/\)J\OH
R2 R2
Transposicion Adicion de Michael
de Curtius \
. / |
CN HIN NC._ _CO,R
R, Y
Ry R1 R, R4

Oxidacion de nitrilo Reduccion de nitrilo

Apertura de lactama

Figura 11. Sintesis de B-aminoacidos de forma racémica.’
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Uno de los trabajos pioneros en el area de la sintesis asimétrica de -aminoacidos
fue descrito por Noyori en 1991, empleando compuestos de coordinacion de
rutenio para llevar a cabo la hidrogenacién asimétrica de p-(amino)acrilatos
(Esquema 1).18 Esta reaccion procedié con resultados que van de moderados a
buenos, tanto en relacion con la conversiéon quimica (c) como con el exceso
enantiomérico (ee). Este reporte fue seguido por el desarrollo de catalizadores
organometalicos quirales que incluyen el uso de ferroceno, rutenio e iridio, asi
como una amplia galeria de ligandos quirales conteniendo fosfinas y grupos
voluminosos como arilos o bifenilos.'%2! Lamentablemente, el alto costo de los
compuestos de coordinacion en conjunto con su toxicidad limité su empleo en el
area farmacéutica. Actualmente, el impulso proporcionado por los doce principios
de la quimica verde ha motivado la busqueda de alternativas menos dafinas para
el medio ambiente.

N
5 mol % C* /:\)J\
> ~
o)\ MeOH, H,, 25°C, H3C o
19h c=100%
ee = 88%

3

Esquema 1. Empleo de compuestos de coordinacion quirales de Ru en la sintesis
asimétrica de p-aminoéacidos.!®

Recientemente se han descrito estrategias alternativas empleando reacciones de
tipo Mannich, adicion conjugada y organocatdlisis aplicadas en la sintesis
enantioselectiva de B-aminoacidos.'62225 Ademas, en las Ultimas dos décadas se
ha explorado considerablemente el uso de enzimas como biocatalizadores para
llevar a cabo reacciones asimétricas para la obtencion de B-aminoacidos con alta
pureza enantiomérica.

Como se mencion6 anteriormente, el uso de biocatalizadores contribuye de
manera importante al cumplimiento de los principios de la quimica verde
propuestos por Anastas y Warner, reduciendo notablemente el consumo de
energia, el tiempo y costo de una reaccion quimica y conduciendo de manera mas
limpia la transformacién deseada. De esta forma, la biocatalisis se constituye
como una herramienta “verde” y sustentable.?® En este contexto, se ha examinado
una amplia variedad de enzimas para llevar a cabo la preparacion enantioselectiva
de B-aminoacidos a través de la técnica de resolucidn cinética enzimatica. En
particular, cabe destacar el empleo de la a-quimiotripsina, la acilasa |, diversas
hidrolasas, la penicilina G acilasa, la péptido deformilasa, la hidantoinasa, varias
transaminasas, y aminomutasas (Esquema 2).2%-3°
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Como consecuencia de la naturaleza de las enzimas empleadas y de las
condiciones requeridas para la biocatélisis, la mayoria de las biotransformaciones
deben realizarse en medio acuoso o empleando mezclas de disolventes organicos
y agua.

c NH O ’ i NH, O
proteina quinasa A |
OH pH = 7.75, 37.5°C o OH
\_s
¢ =50%
ee > 99%

(o}
pn.
NH O ) ) NH, O NH O
)\/U\ proteina quinasa A | /E\)J\ /l\)J\
FaC OH o FaC oH + FsC OH

pH = 7.5, 25°C

A
WL
i

Ph

ee > 95% ee > 90%

%%

NH, O
chiroCLEC-EC
OMe tolueno:H,0 (98:2) OMe +
64 h
eO MeO
ee=97% ee > 95%
[e) fenilalanina NH, O
aminomutasa - H
6M NH3/CO, OMe OMe
buffer pH 10
50:50
ee > 99% ee > 99%

Esquema 2. Ejemplos selectos de métodos biocataliticos aplicados a la sintesis
enantioselectiva de B-aminoacidos.31:33.3437,38

Por fortuna, se han descubierto biocatalizadores que son empleados en medios
organicos para facilitar e incluso mejorar las condiciones de reaccién.*? De entre el
universo de biocatalizadores estudiados, las lipasas han mostrado una notable
capacidad para catalizar reacciones en medios organicos, facilitando la
exploracion de estrategias sintéticas en medios no acuosos con excelentes
resultados.*! Especial interés se ha colocado en el estudio de la lipasa B de
Candida antarctica (CALB), una enzima promiscua con una capacidad sintética
extraordinaria, que es empleada en la sintesis asimétrica de p-aminoacidos en
solucién a través de diferentes estrategias resolutivas (Figura 12).4?
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Los protocolos evaluados en medios organicos empleando CALB se basan, como
es el caso de las técnicas tradicionales en solucion (Esquema 2), en la capacidad
de la enzima para catalizar de manera rapida y eficiente la modificacion quimica
de uno de los enanti6meros de una mezcla racémica;** es decir, facilitar la
modificacion quimica del enantibmero cuya energia de activacion para dicha
transformacién sea menor, limitando la conversién del enantidmero con la mayor
energia de activacion. A este tipo de estrategia resolutiva se le denomina
resolucion cinética, y sera evaluada como método resolutivo en este capitulo.*?

siRy=H
acilacion enantioselectiva

Si R1 =COR
hidrolisis enantioselectiva

5

R3
R,yloR3#H siR,=H
esterificacion enantioselectiva

siR;#H
hidroélisis enantioselectiva

Figura 12. Métodos de resolucion de p-aminoacidos racémicos empleando CALB.

Asi, con el objetivo de explorar metodologias que permitan el desarrollo de
estrategias para la obtencion de p-aminoacidos quirales mediante metodologias
que cumplan con los principios de la quimica verde,***’ se decidi6 llevar a cabo la
resolucion cinética de pBS3-aminoésteres N-bencilados mediada por activacion
mecanica producida por molienda de bolas de alta velocidad (HSBM) y empleando
CALB inmovilizada como biocatalizador.
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3.2 Resolucién cinética de B3*-aminoésteres N-bencilados mediante
activacion mecanica

Considerando reportes previos donde se emplea CALB para llevar a cabo la
resolucién de B-aminoésteres racémicos, se planteé una metodologia enzimatica
alterna empleando activacion mecéanica para la resolucion de estructuras modelo
similares;“® asi, se decidi6 sintetizar algunos sustratos racémicos para evaluar la
resoluciéon mecanoenzimatica (Esquema 3).

(]

o] R )J\H o) ©/\NH2 B\ o
1
. OMe 3
Br\)J\ —>Ph3P . Ph3Pé\n/ e /\)J\ —>6 )\/”\
OMe o R OMe R4 OMe
2

tolueno THF, 70°C ! Bi(NO3); e 5 H,0

1 4h 4a-f rac-6a-f
Rdto.
R4 =-CHj3 63%
b, Ry =-CH,-CHj; 67%
¢, Ry = -CHy-CHy-CHy 57%
d, Ry = -CHy-CH,-CHy-CH, 79%
e, Ry = -CHy-CHy-CHy-CHy-CHj 60%
f, Ry = -CHy-CHy-CHy-CHy-CHy-CHa 50%

Esquema 3. Sintesis de p-aminoésteres N-bencilados racémicos conteniendo
cadenas alifaticas.

La sintesis de los sustratos racémicos comenzd con una reaccion tipo Wittig entre
el iluro de fésforo 2, previamente sintetizado empleando bromoacetato de metilo
(1) y trifenilfosfina, y una serie de aldehidos alifaticos para obtener una familia de
acrilatos alquil sustituidos (4a-f) en buenos rendimientos (70-86%).
Posteriormente, mediante la adicion conjugada de bencilamina fue posible
sintetizar los sustratos racémicos (rac-6a-f) en rendimientos moderados (50-79%,
Esquema 3). Por otro lado, con el objetivo de explorar sustratos con sustituyentes
aromaticos y otros grupos voluminosos se decidid incluir en el estudio las
estructuras rac-6g-h, desarrolladas posteriormente (Figura 13).1!

Bn Bn Bn
NH O “NH O NH O
OMe OMe WOMe
M
rac-6g €0 rac-6h rac-6i

Figura 13. B-Aminoésteres con grupos aromaticos o alifaticos voluminosos.
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Adicionalmente, con el propdsito de caracterizar los productos esperados del
proceso biocatalitico y generar los estandares racémicos que posteriormente se
requeririan para analizar los productos mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC por sus siglas en inglés, High Performance Liquid
Chromatography), se sintetizaron los acidos carboxilicos racémicos
correspondientes como se muestra en el Esquema 4, con excelentes resultados
(rendimiento > 80%).

Rdto.

Voa, R1 = -CH3 86%

Bn Bn E b, R1 = -CHz-CH3 89%
NH O SNH O | ©Ry=-CHyCHyCH, 97%
)\/U\ Hzo M : d, R1 = -CHz-CHz-CHz-CH3 84%
R OMe > R OH € R1 = -CHz-CHz-CHz-CHz-CH3 80%
1 1 eq. NaOH 1 ! f Ry = -CHy-CH,-CHy-CHy-CH,-CHy  83%
rac-6a-i 100°C rac-Ta-i ' g,Ry{=Ph 80%

. h, Ry =4-MeO-Ph 54%

! i, Ry= tBu 88%

Esquema 4. Hidrdlisis de los ésteres 6a-i en medio basico para la obtencién de los
B-aminoacidos racémicos rac-7a-i.

Una vez que se sintetizaron y caracterizaron los sustratos racémicos rac-6a-i y
rac-7a-i, se procedio a evaluar la estrategia resolutiva enzimatica combinada con
activacion mecénica empleando CALB inmovilizada (N435) y el sustrato racémico
6a como modelo.

Una primera aproximaciéon empleando hidrolisis enantioselectiva (Figura 12), se
llevé a cabo aplicando activacion mecanica producida por molienda de bolas de
alta velocidad (HSBM) a través de un equipo de molienda vibracional Retsch,
MixerMill MM200 (Figura 1b) y utilizando bolas y un reactor de molienda de agata,
asi como alcohol ter-amilico (2-metil-2-butanol (2M2B), 0.2 mL) como liquido que
asiste a la molienda (LAG por sus siglas en inglés, Liquid-Assisted Grinding)*® y
0.5 equivalentes de agua (Esquema 5).

Bn Bn Bn
SNH 0 SNH O SNH O
)\/U\ 05eq.H0 /:\)J\ + /l\)J\
OMe CALB, 2M2B OMe OH
rac-6a 25Hz, 0.5 h (S)-6a (R)-7a
&) ee > 99% ee = 80%
c=55%
E =46

Esquema 5. Resolucion mecanoenzimatica del sustrato rac-6a. Las tres esferas
debajo de la linea de reaccion indican la reaccién mecanoquimica.>®

La reaccion enzimatica mediada por activacion mecéanica a 25 Hz de frecuencia se
llevdo a cabo de manera eficiente, obteniéndose dos productos que fueron
purificados por cromatografia en columna empleando silica gel como fase
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estacionaria y una mezcla de hexano y acetato de etilo (9:1) y metanol y cloruro de
metileno (8:2) como fase movil. Posteriormente, los compuestos puros fueron
analizados por HPLC con columna quiral; de esta forma, la diferencia del area de
cada pico obtenido mediante analisis de HPLC se empled para calcular el exceso
enantiomérico de cada compuesto (ver parte experimental), obteniéndose
excelentes valores de enantiopureza [(S)-6a, ee > 99% y (R)-7a, ee > 80%] en tan
solo 30 minutos de reaccion, empleando una cantidad minima de disolvente (0.2
mL). Ademas, los valores de conversion (c, en porcentaje) y de la
enantiopreferencia (E), calculados mediante las ecuaciones 6 y 7 sustituyendo los
valores de ee correspondientes, indican que el proceso resolutivo fue inducido
apropiadamente por CALB. Por otra parte, es posible establecer algunos puntos
importantes respecto al empleo de biocatalisis con activacion mecanica, tales
como:

v La energia mecanica producida durante el proceso de molienda a 25 Hz no
es demasiado alta para inactivar a la enzima inmovilizada, al menos
durante 30 minutos de reaccion.

v' La cantidad de liquido LAG empleado durante el proceso mecanoquimico
resulta suficiente para homogeneizar el medio de reaccion, permitiendo la
catélisis y representando una reduccion muy significativa del disolvente
empleado.

v" Finalmente, la energia mecanica que se provee al medio es suficiente para
qgue la resolucion se lleve a cabo, confirmando la viabilidad del proceso
biocatalitico mediante activacion mecanica.

Considerando los puntos antes descritos y habiendo comprobado la viabilidad del
uso de enzimas en combinacién con mecanoquimica en las resoluciones de
interés, se continué con la busqueda de las condiciones mecanoenzimaticas
Optimas para llevar a cabo el procedimiento biocatalitico. En particular, se evalué
la frecuencia de molienda como parametro clave en la reaccion de
desimetrizacién. Desde un punto de vista energético, resulta intuitivo asumir que la
energia mecanica que se proporciona al sistema esta directamente relacionada
con la frecuencia empleada para llevar a cabo el proceso de molienda.>! Este
efecto ha sido estudiado con anterioridad mostrando una tendencia entre el
rendimiento de una reaccion y la frecuencia aplicada en el proceso.’! Asi, de
manera provisional se puede anticipar una menor conversidbn quimica como
consecuencia del empleo de una frecuencia vibracional mas baja. En este sentido,
es importante determinar continuamente el efecto de la frecuencia en cualquier
transformacién activada con energia mecénica.

En el caso presente, una disminucion de 10 Hz en la frecuencia aplicada al
proceso de resolucion parece haber repercutido en la enantioselectividad del
proceso, conduciendo a un %ees)sa = 89% y %eer)-7a = 77%, asi como una
alteracion en la conversion quimica (c = 54%) y en la enantiopreferencia del
sistema (E = 23). No obstante, la disminucion observada es relativamente baja
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considerando la reduccion del 40% en la energia que se aplicé al sistema (de 25
Hz a 15 Hz). Por tanto, se decidié evaluar el efecto de dicha frecuencia en un
intervalo mayor de tiempo (60 minutos). Inesperadamente, se obtuvieron
resultados extraordinarios de exceso enantiomérico para ambos productos
(Yoee(s)-6a = 99%, Yeer)-7a = 95%) con una conversion quimica practicamente ideal
(c = 51%) y un aumento notable en el valor de enantiopreferencia (E > 200). En
este sentido, el aumento en enantiopureza, conversion quimica Yy
enantiopreferencia se relacioné con el tiempo de activacion quimica que le permite
a la enzima catalizar la reaccion hasta obtener un producto practicamente
enantiopuro (%ee(s)-6a = 99%) que eleva sustancialmente la enantiopreferencia del
sistema.

Cabe también destacar que con la metodologia optimizada se logré disminuir en
un orden de magnitud el uso de disolvente, reduciendo ademas el tiempo de
reaccion a la mitad, en comparacion con los resultados previamente obtenidos en
solucién.! De esta forma, la optimizaciéon de los pardmetros de reaccion sugirié
mantener una frecuencia de molienda de 15 Hz y un tiempo de reaccién de una
hora. Como se menciond en la introduccién de este trabajo, uno de los puntos de
gran interés para lograr que una transformacién quimica cumpla con los principios
de la quimica verde consiste en eliminar el uso de disolventes. Cuando no es
posible omitirlos, se prefiere hacer uso de disolventes “verdes”. Asi, se decidi
explorar una serie de disolventes como LAGs en la reaccion mecanoenzimatica;
aungue, no todos ellos son “verdes” (Tabla 1).

Tabla 1. Optimizacion del LAG en el proceso de resolucion mecanoenzimatico.

Bn Bn Bn
NH O NH O NH O
5eq. H z
)\/U\OMe 2,3_? LAZGO > /\)J\OMe - /l\)J\OH
rac-6a 15Hz,1h (S)-6a (R)-7a
(S)-6a (R)-7a cd
ST LAG®  pito (%) ee (%) Rdio (%) ee (%) (%) >
1 2M2B 51 99 49 95 51 >200
2 hexano 40 97 60 86 53 55
3 AcOEt 86 69 13 95 42 81
4 DIPE 76 92 19 88 51 51
5 tolueno 75 72 25 93 44 60
6 dioxano 53 79 47 95 45 94
7 IPA 80 48 20 95 34 63
8 CHsCN 65 65 29 95 41 77
9 - 58 95 41 92 51 89

3Las reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 15 Hz por 1 h. ®Se emplearon 0.2 mL de cada
disolvente como LAG. “Determinado después del proceso de purificacion usando HPLC y empleando columna con fase
estacionaria quiral. YCalculada empleando la Ecuacion 6. ¢Calculada empleando la Ecuacion 7. 2M2B = 2-metil-2-butanol.
AcOEt = Acetato de etilo. DIPE = Eter diisopropilico. IPA = Alcohol isopropilico. CHsCN = Acetonitrilo.
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Asi, se evaluaron aditivos LAG con diversas caracteristicas en la resolucion
mecanoenzimatica. Sin embargo, no existe una tendencia clara entre los
resultados, incluso al comparar disolventes con propiedades similares como
hidrofobicidad (ensayos 2 y 5) o polaridad (ensayos 1, 7 y 8). Por otro lado, debe
considerarse que el aditivo LAG introducido a la reaccidbn se emplea como
asistente en la molienda, en comparacion con las técnicas en solucion en donde el
disolvente resuspende las particulas de enzima inmovilizada durante la catalisis y
disuelve los componentes de la reaccion. Adicionalmente, incluso cuando la
mayoria de las lipasas sufren un fendmeno denominado activacion interfacial que
depende de la relacidén estructura enzimatica-medio de reaccion y que modula la
actividad enzimética en ciertos disolventes mejorando o inhibiendo la catélisis,
estudios recientes muestran que este efecto no es visible en CALB cuando se
emplean sustratos de menor tamafio comparados con los sustratos naturales.? De
esta forma, podemos decir que el efecto de los diferentes aditivos LAG no puede
compararse en términos de activacion interfacial.>3%* Finalmente, aunque la
enantiopureza de los productos es alta cuando la reaccion se llevé a cabo bajo
condiciones libres de disolvente (ensayo 9) el valor de enantiopreferencia es bajo,
lo que justifica la eleccién del alcohol ter-amilico (2M2B), un disolvente “verde”,>®
como LAG para la desimetrizacion de -aminoésteres.

Del mismo modo que el aditivo LAG modifica las condiciones de reaccion durante
el proceso resolutivo, la cantidad de agua presente en la reaccion puede alterar el
valor de conversion y la enantioselectividad del proceso. Por lo tanto, con el fin de
evaluar el efecto del agua en la biotransformacion, se decidi6 duplicar su
concentracion (1 equiv. en vez de 0.5 equiv, Esquema 6a).

a)
Bn Bn Bn

NH O NH O NH O
)\/U\ 1eq. HO /:\)J\ + /é\)J\
OMe CALB, 2M2B OMe OH
rac-6a 15Hz,1h (S)-6a (R)-7Ta
& Producto no detectado Producto racémico

Rendimiento = 92%

Bn Bn Bn
SNH O SNH 0 SNH O
)\/U\ o )\)J\ + /'\)J\
OMe CALB, 2M2B OMe OH
rac-6a 15Hz, 1 h (S)-6a (R)-7a
& Producto racémico Producto no detectado

Rendimiento = 89%

Esquema 6. Resolucion mecanoenzimatica del sustrato rac-6a empleando a) 1
equivalente de agua y b) bajo condiciones libres de agua.
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Por otro lado, considerando que el sistema empleado no es completamente
hermético y que los reactivos utilizados (N435 y 2M2B) pudieran introducir agua al
seno de la reaccion, se evalué también el proceso en ausencia total de agua
(Esquema 6b). Es claro que el agua juega un papel importante en el proceso
resolutivo. En particular, cuando se emplea un equivalente de agua en
comparacion a medio equivalente, la reaccion resulta no selectiva y casi la
totalidad del sustrato rac-6a da lugar al B-amino&cido racémico. En contraste,
cuando no se tiene agua en el sistema, no se observa conversion hacia el
producto de biocatalisis y el sustrato recuperado es racémico.

Como se mencion6 con anterioridad, CALB es una enzima promiscua que puede
catalizar diferentes reacciones en un gran numero de sustratos. Por lo tanto,
teniendo en cuenta las condiciones Optimas para la activacion mecanoenzimatica
producida por molienda vibracional a 15 Hz de frecuencia por una hora, 2M2B
como aditivo LAG y 0.5 equivalentes de agua, se decidié evaluar el proceso
resolutivo en una familia de B-aminoésteres racémicos (Esquema 7).

Bn Bn_ Bn _
NH O NH O NH O
)\/U\ 05 eq. ;0 /:\)J\ + /l\)J\
—_—
R4 OMe CALB, 2M2B Ry OMe Ry OH
rac-6 15Hz, 1h (S)-6 (Ry-7

Bn Bn_ Bn
SNH O NH O SNH O
\)\/U\OMG /\)\/U\OMe \/\)\/U\OMS

rac-6b rac-6¢ rac-6d

%ee (S)-6b / %ee (R)-Tb %ee (S)-6¢ / %ee (R)-Tc %ee (S)-6d / %ee (R)-7d
91/97 84 /98 23/94
%c = 48 %c = 46 %c =20
E > 200 E>200 E=40
Bn Bn_
NH O NH O
/\/\)\/U\OMe \/\/\)\/U\OMe
rac-6e rac-6f
%ee (S)-6e / %ee (R)-Te %ee (S)-6f / %ee (R)-TF
16/94 13791
%c =15 %c =13
E=38 E=24
rac-6g® rac-6h? rac-6i
%ee (R)-69 / %ee (S %ee (R)-6h / %ee (S %ee (R)-6i/ %ee (S)-Ti
18/83 1780 o;‘c/5_’44
%c =18 %c =1 E<34
E=13 E=9

Esquema 7. Alcance del proceso mecanoenzimatico empleando diferentes
sustratos racémicos. 23Se emplearon 0.75 equivalentes de agua.
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Los resultados registrados ofrecieron datos relevantes que permiten entender el
comportamiento de CALB en la desimetrizacion mecanoquimica. Asi, después de
que los productos fueron aislados y analizados como en el caso del sustrato
modelo, fue claro que la biocatalisis sufrid inhibicion cuando se incrementd el
tamafio de la cadena hidrocarbonada del p-aminoéster, disminuyendo el
porcentaje de conversion de 51% en el sustrato rac-6a (R1 = -CHzs), hasta 13%
cuando se empled el sustrato rac-7f (R1 = -CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CHz). Sin
embargo, se logré observar una mejora en enantioselectividad cuando se
incremento la longitud de la cadena, pasando de un ee = 95% para el producto en
el sustrato modelo (R1 = -CHs), hasta un 98% cuando se empleé el B-aminoéster
rac-6¢. El efecto de la cadena hidrocarbonada sobre la actividad enzimatica ha
sido estudiado anteriormente con resultados similares, demostrando que la
eficacia de la enzima para resolver sustratos con cadenas hidrocarbonadas
depende de factores enzimaticos y termodinamicos que afectan la catalisis.>® Por
otro lado, en este estudio se observé que CALB tiene una mayor preferencia por
B-aminoésteres con cadenas de uno a tres carbonos (rac-6a-c), aunque con
pérdida de eficiencia enzimética, posiblemente debido al impedimento estérico de
la cadena que facilita el reconocimiento enantiomérico pero limita el acceso del
sustrato al sitio activo de la enzima.®® Adicionalmente, CALB presentd una menor
actividad y selectividad sobre sustratos que presentan grupos voluminosos como
lo demuestran los resultados para los sustratos rac-6g-i (R1 = Ph, 4MeO-Ph, t-Bu).

La asignacion correcta de la configuracién absoluta de los productos del proceso
biocatalitico (R)-7b-f y (S)-7g-i se llevd a cabo por comparacion con los datos
descritos en la literatura.'! Por otro lado, la recristalizacién del producto (R)-7a de
metanol, generd cristales adecuados para difraccion de rayos-X que condujeron a
la asignacioén de la configuracion (R) en el producto 7a (Figura 14).

Figura 14. Diagrama ORTEP del producto cristalino (R)-7a.

43



Una de las ventajas mas significativas del empleo de enzimas inmovilizadas en
resoluciones cinéticas consiste en la posibilidad/potencial de reciclaje del
biocatalizador sin pérdida considerable de actividad y enantioselectividad.'* Por
tanto, se decidio evaluar la recuperabilidad del catalizador después de hasta 4
ciclos sucesivos de molienda (Tabla 2).

Tabla 2. Evaluacion de la recuperabilidad del biocatalizador en la resolucién de -
aminoésteres.

Bn Bn Bn_
NH O NH O NH O
0.5eq. H,0O = +
)\/U\OMG 2M2B ; /\)J\OMe /l\)J\OH
rac-6a 15Hz, 1 h (S)-6a (R)-7a
CALB
. ciclo de (S)-6a (R)-7a cd E
Y recuperacion® Rdto (%) ee® (%) Rdto (%) ee (%) (%)
1 - 51 99 49 95 51 >200
2 1 65 35 35 88 28 22
3 2 80 6 20 80 7 10
4 3 - - - - - -

3Las reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 15 Hz por 1 h usando 0.2 mL de 2M2B. °N435 fue
recuperada por centrifugacién después de cada ciclo catalitico y secada a temperatura ambiente a presion reducida.
‘Determinado después del proceso de purificacion usando HPLC y empleando columna con fase estacionaria quiral.
dCalculada empleando la Ecuacion 6. ¢Calculada empleando la Ecuacion 7.

Lamentablemente, se aprecio una pérdida considerable de actividad y selectividad
después de cada ciclo catalitico, debido posiblemente al estrés mecanico que
sufre el soporte enzimatico (soporte de resina acrilica conteniendo alrededor de
10000 UI por gramo) con cada ciclo de molienda, pulverizando y modificando la
estructura interna del material, comprometiendo asi la actividad enzimatica de
CALB.

3.3 Escalamiento del proceso de resolucion mecanoenzimatico.

Ciertamente, una de las caracteristicas de interés de cualquier transformacién
quimica es la capacidad de la técnica para poder realizarse empleando una mayor
cantidad de reactivos y de esta forma incrementar el volumen del producto
deseado en un tiempo razonable. Por fortuna, esta caracteristica puede aplicarse
a casi cualquier reaccion quimica, siempre y cuando los parametros de reaccion y
los instrumentos necesarios se encuentren accesibles. Sin embargo, para el caso
de las transformaciones mediadas por activacion mecanica aun no hay parametros
gue definan un esquema general que permita trasladar las caracteristicas de una
reaccion a microescala a una de mayor escala. No obstante, existen equipos como
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los extrusores que pueden ser usados en procesos continuos para obtener una
gran cantidad de producto en poco tiempo (Figura 1d).%’

A pesar de que el escalamiento de una reaccion mecanoquimica cuando se
emplean enzimas no es un procedimiento sencillo, considerando la capacidad de
la técnica para generar productos de interés farmacéutico se exploré una
estrategia que permitiria obtener una mayor cantidad de producto con alta
enantiopureza.

Para desarrollar esta estrategia se consideraron algunos puntos relevantes: (1) la
reaccion mecanoenzimatica esta controlada por la cantidad de agua agregada a la
reaccion (Esquema 6a); por lo tanto, es posible llevar a cabo el proceso
biocatalitico conservando la misma cantidad de enzima, pero incrementando la
cantidad de sustrato y agua. (2) Debido a la naturaleza de los sustratos empleados
(liquidos semioleosos) al incrementar la cantidad de este componente en la
reaccion es posible homogeneizar el medio de la misma forma que se hace al
agregar LAG. De esta manera, una reaccion con un excedente de sustrato liquido
puede conducirse bajo condiciones libres de disolvente. (3) Si la cantidad de
enzima fuese limitante en el procedimiento de resolucién, deberia de obtenerse
una menor conversion, aunque el procedimiento tendria que conducirse con la
misma enantioselectividad.

Considerando lo anterior, se llevé a cabo una serie de reacciones en donde la
cantidad de enzima se mantuvo constante pero los equivalentes de sustrato y
agua se incrementaron respecto a la reaccion original (Tabla 3).

Tabla 3. Escalamiento de la resolucion mecanoenziméatica bajo condiciones libres
de disolvente.

Bn Bn. Bn.
NH 0O NH O NH O
0.5eq.H,O = +
)\/U\OMe CALB = /\)J\OMe /l\)J\OH
rac-6a 15Hz, 1h (S)-6a (R)-7a
. ee (S)-6a¢  ee (R)-7a° cd
a b
ensayo Incremento en equivalentes (%) (%) (%) E
1 1 99 95 51 >200
2 3 62 93 40 52
3 6 53 93 36 47
8 9 49 94 34 53

3Las reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 15 Hz por 1 h. PIncremento geométrico de la cantidad
sustrato/H,O, 2:1. ‘Determinado después del proceso de purificacion usando HPLC y empleando columna con fase
estacionaria quiral. “Calculada empleando la Ecuacion 6. ¢Calculada empleando la Ecuacion 7.
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Como se habia anticipado, la catalisis puede conducirse en ausencia de disolvente
empleando el exceso de sustrato como LAG. Sorprendentemente, no existe
pérdida relativa de la enantiopureza del producto (R)-7a aun trabajando a una
escala 9 veces mayor. Es pertinente resaltar que un aumento en el tiempo del
proceso (90 min) no resultd en un incremento sustancial del grado de conversion
ni de la enantiopureza del proceso de la resolucion. La adicion de LAG en la
proporcion correspondiente no provocé ningun cambio en el proceso, aunque
disminuy6 ligeramente la enantiopureza del acido obtenido (eer)7a = 90%).
Finalmente, la disminucién de enantiopureza de (S)-6a al aumentar la proporcion
de sustrato se debe a la baja conversidn ocasionada por una catalisis incompleta,
posiblemente como consecuencia de un proceso de mezclado ineficiente dentro
del reactor de molienda.

En conclusion, podemos afirmar que es posible escalar una reaccion
mecanoenzimatica empleando un reactor de tipo vibracional y este resultado
puede aplicarse para la obtencion de B-aminoacidos de interés comercial con
excelente pureza enantiomérica (ee(r)-7a> 90%).

3.4 Medicion de EA y del factor-E en la resolucién mecanoenzimética
de B-aminoésteres.

Las ecuaciones 1 y 2 describen el calculo que debe realizarse para conocer los
valores de la EA y el factor-E de un proceso; sin embargo, para llevar a cabo este
calculo en una resolucion cinética deben hacerse consideraciones adicionales. La
reaccion de resolucion procede de tal forma que al final del proceso se aislan dos
moléculas diferentes, un éster proveniente del enantioenriquecimiento del sustrato
empleado y un acido producto del proceso biocatalitico (Esquema 5). En este
sentido, debe definirse si ambas o solo una de esas especies son valiosas como
productos. Por un lado, la técnica de resolucion es un proceso de desimetrizacion
que cuando se realiza eficientemente, debe asegurar la separacion de una mezcla
racémica via derivatizacion; por el otro, aun cuando el sustrato empleado conserva
sus caracteristicas constitucionales y de conectividad, la caracteristica de
enantioenriquecimiento puede adjudicarle valor. Asi, en este trabajo ambos
productos obtenidos al final de la biocatalisis seran considerados productos de
reaccion y por tanto, seran usados para el calculo de la EA y del factor-E.

De esta forma, las ecuaciones 1 y 2 para el proceso optimizado de resolucion
(ensayo 1, Tabla 1) empleando el sustrato rac-6a (82 mg) y 2M2B (163 mg) como
LAG (omitiendo la carga del biocatalizador debido a que es recuperable y el agua),
conducen al producto (S)-6a (41.8 mg) y (R)-7a (37.5 mg) por simple extraccion
del reactor de molienda con metanol (5 mL, ver parte experimental) (Esquema 8).
La resolucion global se lleva a cabo de la siguiente manera:
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Bn Bn Bn

)\/U\ 05 eq. H:0 + /l\)J\
—_—
OMe OMe OH

CALB, 2M2B

P
T
(@]
nz
T
o]
P4
T
(@]

¢

rac-6 15Hz,1h (S)-6 (R)-7
PM(s) = 207.12 g/mol C% PM=207.12g/mol  PM = 193.11 g/mol
PMg, = 207.12 g/mol

PMZMZB =88.08 g/mol

Esquema 8. Reaccién de resolucion modelo para el calculo de la EA y el factor-E.

207.12 gl+19311 gl
mo * 100 ~ 80%

9
+ 88. 08mol

EA =

207.12 gl+20712 gl

163 mg +3960mg
41.8mg +37.5mg

factor — E =

Obteniéndose un excelente valor para la EA (80%), y un valor moderado de factor-
E (E = 52), respecto a metodologias previamente reportadas por el grupo de
investigacion.t

3.5 Conclusiones.

Se disefié una metodologia mecanoenzimatica empleando resolucion cinética para
desimetrizar una familia de p-aminoésteres N-protegidos racémicos con resultados
que van de buenos a excelentes. Se optimizaron las condiciones de reaccién
examinando el impacto de la frecuencia y tiempo de molienda, asi como la
naturaleza de los aditivos LAG y la cantidad de agua presente en el medio de
reaccion. Se obtuvieron parametros clave que facilitaron la obtencion de productos
con buenos excesos enantioméricos, reduciendo el uso de disolventes y
disminuyendo en 50% el tiempo de reaccion respecto a estrategias previas
realizadas en solucién. Ademas, se exploré la capacidad de CALB para ser
recuperada del medio de reaccidn, asi como para efectuar un proceso resolutivo a
mayor escala, obteniéndose resultados que van de moderados a buenos. Asi, las
aproximaciones realizadas en este capitulo y que se llevaron a cabo con buena
economia atémica (EA = 80%) y factor ambiental (E = 52) constituyen las bases
para el desarrollo de estrategias enantioselectivas enfocadas a la sintesis de
derivados farmacéuticos o a la sintesis de ingredientes farmacolégicamente
activos de interés comercial, incentivando el estudio de metodologias alternas y un
analisis mas profundo de la técnica mecanoenzimatica.
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4 Capitulo |l

RESOLUCION MECANOENZIMATICA DE
AMINAS QUIRALES: UNA TECNICA
VERDE PARA LA SINTESIS DE BLOQUES
DE CONSTRUCCION EN LA QUIMICA
FARMACEUTICA.
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4.1 Aminas quirales como bloques de construccién en la guimica
farmacéutica.

Aminas quirales, referidas en este trabajo a aquellas aminas que presentan al
grupo amino directamente unido a carbonos estereogénicos, son grupos
funcionales con gran relevancia en la agroindustria y en el ambito farmacéutico.!
La importancia de estas aminas, asi como las de otros compuestos con centros de
quiralidad, se ha acrecentado debido al establecimiento de las diferencias
farmacoldgicas que existen entre los enantiomeros de una mezcla racémica.? Esta
observacion ha impulsando el estudio de las propiedades bioldgicas de las aminas
Opticamente activas y ha conducido al desarrollo de estrategias sintéticas
asimétricas para la preparacion de aminas enantioméricamente puras.

En especial, las aminas quirales que presentan actividad biolégica se han
convertido, junto con los B-aminoacidos, en uno de los grupos funcionales de
mayor estudio en la actualidad (Figura 15). De esta manera, las metodologias
asimétricas para la obtencién de aminas quirales son mas abundantes que las
expuestas en la sintesis enantioselectiva de B-aminoéacidos, que se describieron

en el capitulo anterior.
i |
o V /\NJI\O N o) fo)
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Rivastigmina
o o
o by 2 NN A 5 NH
[Nj)J\H N\l)j\N N :‘H ~N ‘ Z_F —___:
T 2 O
H

Garenoxina

Telaprevir Dapoxetina

Figura 15. Ejemplos selectos de compuestos farmacéuticos conteniendo
segmentos de aminas quirales.

De manera semejante con algunas rutas sintéticas enantioselectivas descritas
anteriormente en esta tesis, la sintesis de aminas quirales puede llevarse a cabo
empleando catalizadores de rutenio para llevar a cabo reducciones
enantioselectivas de sustratos insaturados, como son las iminas.3 Por otro lado, se
ha explorado la activacion de enlaces C-H para llevar a cabo la insercion de
grupos amino y la hidroaminacién de alquenos, entre otras tacticas.*® No obstante,
en la actualidad las rutas biocataliticas han abierto el panorama hacia estrategias
acorde con lo propuesto por los doce principios de la quimica verde.® En particular,
evitando la aplicacion de ciertas metodologias sintéticas que requieren el uso de
metales de transicion, que son potencialmente toxicos.
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La resolucién cinética de aminas quirales N-protegidas via hidrdlisis
enantioselectiva de derivados N-acilados representa una estrategia practica para
la obtencion de aminas quirales.”® Por otro lado, se han descrito estrategias que
involucran la modificacion, reduccion o insercidn enantioselectiva de un grupo
amino empleando diferentes protocolos enzimaticos (Figura 16).7-10

o

A

R4 R

Transaminasa

NH,

Lipasa )v
Ry R

R2

Imino-reductasa

NH

N

R4 R,

Figura 16. Estrategias enzimaticas para la obtencién de aminas quirales.”*°

Las metodologias que involucran el empleo de las amino-oxidasas (AO) e imino-
reductasas (ImR) han permitido el desarrollo de protocolos para la obtencién de
aminas quirales con excelentes resultados.”® Lamentablemente, la dependencia
de las AO por cobre o flavina y de las ImR por NADPH como cofactores en la
reaccion enzimatica limitan su aplicacién a nivel industrial.!

Por su parte, las transaminasas (TA) son biocatalizadores extensamente
explorados en la sintesis de aminas quirales.®° Las TA presentan un mecanismo
de accién enzimético complejo pero muy estereoselectivo comparado con otras
enzimas. Es justo esta peculiaridad la que ha generado una amplia expectativa en
el uso de estos biocatalizadores para llevar a cabo la sintesis de bloques de
construccién quirales de interés industrial.®° Desafortunadamente, como ocurre con
las AO y las ImR, las TA requieren del piridoxal fosfato como coenzima, para que
presente actividad en la forma de vitamina B6, restringiendo su aplicacion.*

En este sentido, lipasas como CALB se han aplicado con mucho éxito en la
sintesis asimétrica de aminas quirales (vide infra). Estas enzimas, a diferencia de
las AO, ImR y TA, no requieren de cofactores o coenzimas para llevar a cabo la
biotransformacion deseada. Ademas, su costo es bajo y presentan un alto grado
de recuperabilidad.t
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Diferentes lipasas, incluida CALB, se han empleado con anterioridad en la
resolucion cinética de aminas via acilacion o hidrdlisis enantioselectiva e incluso
se han desarrollado tacticas de resolucibn dinamica empleando agentes
racemizantes para obtener mas del 50% de conversion; no obstante, la mayoria
de esos métodos requieren condiciones de reaccion no “verdes” que incluyen
temperaturas elevadas y tiempos largos de reaccion - tan largos como 10 dias.!16

Considerando los excelentes resultados que se obtuvieron aplicando la estrategia
mecanoenzimatica para la resolucion de p-aminoésteres (ver capitulo anterior)
ademas de las ventajas adicionales cuando se emplea activacion mecéanica en
conjunto con un proceso biocatalitico (reduccion en la cantidad de
disolvente/disminucion del tiempo de reaccion), se decidi6 explorar la
desimetrizacién de aminas quirales a través de estrategias mecanoenzimaticas
empleando CALB vy acilacion enantioselectiva.

4.2 Resolucion de aminas quirales racémicas para la sintesis de
bloques de construccién farmacéuticos dpticamente activos.

Para el estudio de la resolucién cinética mecanoenzimatica de aminas quirales se
decidié emplear a la 1-feniletilamina (rac-8a) como sustrato racémico modelo. De
esta forma, una primera aproximacion se llevé a cabo empleando la amina
racémica, CALB inmovilizada, y acetato de etilo (6 equiv.) como agente acilante
(Esquema 9, ver también la parte experimental). Asi mismo, se aplicd activacion
mecanica (25 Hz) producida por un equipo de molienda de bolas de geometria
vibracional (MM200) durante una hora y media empleando bolas y un reactor de
molienda de agata. Finalmente, debido al exceso de agente acilante liquido
(acetato de etilo), fue posible llevar a cabo el proceso bajo condiciones libres de
disolvente y de LAG.

O

0
NH, )J\ NH, HNJ\
o/\ -
> +
CALB
25Hz, 1.5h

rac-8a & (S)-8a (R)-9a

%ee = 30% %ee > 99%

%c =23
E > 200

Esquema 9. Resolucion mecanoenzimatica de rac-8a bajo condiciones libres de
disolvente.

Una vez finalizado el tiempo de reaccién se extrajo el contenido del reactor de
molienda con metanol (5 mL) y los productos fueron purificados por cromatografia
en columna usando silica gel como fase estacionaria y una mezcla de hexano y
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acetato de etilo (9:1) como fase movil. Los compuestos puros fueron analizados
por HPLC con columna de fase estacionaria quiral; de esta forma, la diferencia de
area de cada pico obtenido mediante el analisis de HPLC se empled para calcular
el exceso enantiomérico de cada compuesto (ver parte experimental). El proceso
biocatalitico procedié con alta enantioselectividad hacia la forma (R) del sustrato
racémico, obteniéndose un producto de biocatélisis enantiopuro (%eer)-9a > 99%)
con un valor de enantiopreferencia alto (E > 200, Ec. 7). No obstante, el exceso
enantiomérico para la amina enantioenriquecida recuperada (%ee(s)-sa = 30%) y la
conversion de la reaccion (c = 23%, Ec. 6) indicaron que la biotransformacion no
fue completa (Esquema 9). Asi, aunque esta primera prueba puso de manifiesto la
capacidad de la técnica mecanoenzimatica para conducir un proceso biocatalitico
con alta estereoespecificidad, fue necesario optimizar los parametros del proceso
para incrementar la conversibn de la reaccion y de esta forma separar
eficientemente la mezcla racémica.

Con el objetivo de evaluar el efecto energético de la frecuencia y tiempo de
molienda se llevaron a cabo reacciones adicionales modificando estos parametros
de reaccion. Sin embargo, es importante mencionar que el equipo vibracional
empleado durante el desarrollo experimental presenta restricciones operacionales,
restringiendo la frecuencia maxima del equipo a 25 Hz (la frecuencia operacional
del equipo de molienda utilizado es de 3 a 25 Hz) y el tiempo de molienda continua
esta limitado a 90 minutos. Asi, una disminucion en la frecuencia de molienda a 15
Hz, manteniendo el tiempo de molienda continua a 90 minutos (%ee(s)-sa = 31%,
%eer)-9a > 99%, ¢ = 24%, E > 200) o una disminucion en el tiempo de reaccion a 1
hora manteniendo la méaxima frecuencia operacional (%ee(s)-sa = 26%, %eer)-9a >
99%, ¢ = 21%, E > 200) no afecta considerablemente la conversion y
enantiopreferencia de la reaccion, aunque si el rendimiento del producto obtenido
(rdto(r)-9a, 25Hz, 1.5 h = 32%, RdtO(R)-9a, 15Hz, 1.5 h = 21%, RAtO(R)-9a, 25Hz, 1 h = 20%). En
consecuencia, se decidi6 emplear la maxima frecuencia del equipo (25 Hz)
durante el maximo tiempo posible (90 minutos).

De manera similar, aunque el agente acilante se empleé en la practica como LAG
en la reaccion, se decidi6 incluir un LAG adicional para optimizar el proceso (Tabla
4). Inesperadamente, se encontré que la adiciéon de un aditivo LAG al medio de
reaccion dificulta la biotransformacion, disminuyendo la conversiéon y el
rendimiento del proceso.

Ante la imposibilidad de optimizar la reaccion mecanoenzimatica modificando los
parametros de reaccion, se optd por realizar cambios en los reactivos empleados
para llevar a cabo la biocatalisis. En particular, se investigd el uso de agentes
acilantes mas eficientes.!” Primeramente, se intercambié el acetato de etilo por
acetato de isopropilo en la reaccion (Tabla 5). En la ausencia de disolvente no
existe una diferencia significativa entre el uso de acetato de etilo o de isopropilo
(comparar ensayo 1 en las Tabla 4 y 5), obteniéndose practicamente el mismo
valor de la enantiopureza en la amina recuperada (S)-8a.
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Tabla 4. Evaluacion del LAG en la desimetrizacion de aminas racémicas.

O

o]
NH, )J\ NH, HNJ\
O/\ z
—_— +
CALB, LAG
25Hz,1.5h

rac-8a & (S)-8a (R)-9a

. (S)-8a (R)-9a cd .
ensayo LAG®  Rito (@) ee(%)° Rdto(%) ee(be (%) E
1 : 55 30 32 > 99 23 > 200
2 2M2B 81 10 10 > 99 9 > 200
3 DIPE 77 10 16 > 99 9 > 200
4 dioxano 78 17 16 >99 15 > 200
5 tolueno 80 13 13 >99 12 > 200

3L as reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 25 Hz por 1.5 h. °Se emplearon 0.2 mL de cada
disolvente como LAG. ‘Determinado después del proceso de purificacién usando HPLC y empleando columna con fase
estacionaria quiral. YCalculada empleando la Ecuacién 6. ¢Calculada empleando la Ecuacion 7. 2M2B = 2-metil-2-butanol.
DIPE = Eter diisopropilico.

Tabla 5. Evaluacién del LAG en la desimetrizaciéon de aminas racémicas,
utilizando acetato de isopropilo como agente acilante.

o

NH, HNJ\

0
NH, )J\ J\ N
0 N 2
—_—
CALB, LAG
25Hz, 1.5 h

rac-8a & (S)-8a (R)-9a

(S)-8a (R)-9a cd
ensayo® LAG®  Rito (%) ee () Rdto (%) ee (@) (%) E®
1 - 62 30 25 > 99 23 > 200
o i 70 30 21 > 99 23 > 200
39 i 63 60 33 > 99 38 > 300
4 2M2B 70 41 24 > 99 29 > 200
5 DIPE 43 39 38 >99 28 > 200
6 dioxano 45 78 40 >99 44 > 400
7 tolueno 61 65 32 >99 40 > 300

aLas reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 25 Hz por 1.5 h, a menos que se especifique otra
condicion. PSe emplearon 0.2 mL de cada disolvente como LAG. “Determinado después del proceso de purificacion usando
HPLC y empleando columna con fase estacionaria quiral. “Calculada empleando la Ecuacion 6. Calculada empleando la
Ecuacién 7. 'Se emplearon 15 Hz como frecuencia de reaccion. °El proceso se llevé a cabo por 1 h. 2M2B = 2-metil-2-
butanol. DIPE = Eter diisopropilico.

Sin embargo, cuando se adiciond LAG a la reaccion se observo un incremento en
el exceso enantiomérico de (S)-8a, alcanzando un 78% cuando se empled
dioxano, un disolvente parcialmente “verde”, incrementando igualmente la
conversién (c = 44%) y la enantiopreferencia (E > 400) del sistema (ensayo 6).
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Dos agentes acilantes adicionales, acetato de isopropenilo y metoxiacetato de
metilo, fueron analizados en el proceso mecanoenzimatico. Cuando se empled el
primero de ellos se obtuvo el producto de la biocatalisis racémico en 80% de
rendimiento. Finalmente, cuando se analiz6 el segundo agente acilante la reaccién
de resolucion no present6 avance alguno.

Como alternativa a la evaluacion de agentes acilantes, se decidi6 modificar el
material de molienda. En este sentido, se estudiaron contenedores y bolas de
diferentes materiales en la reaccion empleando acetato de isopropilo como agente
acilante. Cuando se intercambié el recipiente y las bolas de &gata por
componentes de acero inoxidable, la reacciébn procedi6 con la misma
enantiopureza para el producto de biocatalisis (%eer)9a > 99%) vy
enantiopreferencia (E > 300). No obstante, la conversion y rendimiento del
producto acilado no presentd6 mejoria (%c = 28% y Rdto = 30%).
Inesperadamente, cuando el reactor de agata fue intercambiado por uno de
polimetilmetacrilato y las bolas de agata fueron reemplazadas por balines de acero
inoxidable la reaccidén no procedio.

Finalmente, con el propdsito de estudiar el efecto de la carga del agente acilante y
del biocatalizador, se realizaron experimentos adicionales empleando las mejores
condiciones encontradas hasta este punto (ensayo 6 en la Tabla 5), pero
modificando las cantidades de los componentes de reaccion (Tabla 6).

Tabla 6. Evaluacion de la carga del agente acilante y del biocatalizador en la
desimetrizacibn mecanoenzimatica.

NH, HNJ\

(6]
NH )J\ J\ N
o z
_— +
CALB, dioxano
25Hz,1.5h
rac-8a & (S)-8a (R)-9a

(S)-8a (R)-9a CE

eNSaYyO®  Rito (%) ee (%)°  Rdto (%) ee (%)° (%) B
e 60 39 32 >99 28 >200
> 45 54 40 >99 35 >300
30 60 36 30 >99 27 >200
an 40 55 42 >99 36 >300

aLas reacciones se llevaron a cabo empleando activacién mecanica a 25 Hz por 1.5 h, asi como 100mg de N435, 6 equiv.
de acetato de isopropilo y 0.2 mL de dioxano, a menos que se especifique otra condicion. PDeterminado después del
proceso de purificacion usando HPLC y empleando columna con fase estacionaria quiral. °Calculada empleando la
Ecuacién 6. ‘Calculada empleando la Ecuacion 7. ®Se emplearon 4 equiv. de agente acilante. f Se emplearon 8 equiv. de
agente acilante. 9Se emplearon 75 mg de N435. "Se emplearon 125 mg de N435.

Se puede concluir que las condiciones Optimas encontradas conducen al
enantioenriquecimiento de la amina (S)-8a, y a la separacion enantioselectiva de
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la amida (R)-9a, con valores considerablemente altos de conversion quimica y
enantiopreferencia (entrada 6 en la Tabla 5, %c = 44, E >> 400). Asi, se decidio
explorar estas condiciones en la resolucion de diferentes aminas racémicas.

Aunque la mayoria de las aminas racémicas estudiadas fueron adquiridas
comercialmente, los sustratos racémicos rac-8e y rac-8f fueron sintetizados a
través de aminacion reductiva (Esquema 10).18

o NH,
] )J\R ®NH, HCOO. . )\R rac-8e (87%): Ry = CgHs, Ry = CH,CHj
! 2 10% Pd/C, H, ! " rac-8f (75%): Ry = C4oHy, Ry = CHg
MeOH:H,0 (9:1)
12'h

Esquema 10. Aminacion reductiva de cetonas para obtener las aminas racémicas
rac-8e-f.

Por otro lado, el sustrato rac-8j, fue sintetizado a través de una metodologia
alterna de aminacién (Esquema 11).%°

le) HCONH,:HCOOH NH,
1) 21
Cl 2) 100°C, HClyg; Cl
NaOH hasta pH 12 rac-8j

94%

Esquema 11. Obtencién de la amina rac-8;.

El proceso mecanoenzimatico de resolucion presentd resultados variados de
acuerdo con el tipo de sustrato utilizado. Debe notarse que se muestra el resultado
obtenido de la resolucibn empleando el mejor agente acilante para cada caso y
qgue el proceso de purificacién y analisis procedié como en el sustrato modelo
(Esquema 12). Por un lado, cuando se intercambid el grupo aroméatico por una
cadena alifatica en rac-8b-d, el producto acilado (R)-9 se obtuvo con menor
enantioselectividad. Sin embargo, cuando se incrementé el tamafio de la cadena
hidrocarbonada se observd una tendencia a que la enantioselectividad aumente,
aunqgue, con una pérdida considerable en conversion (eer)-od = 96%, ¢ = 15%). Un
efecto similar al observado durante la resolucion de B-amino ésteres (ver capitulo |
en esta tesis). En contraste, con los sustratos rac-8e-i se obtuvieron productos
practicamente enantiopuros (ee > 99%) con conversiones que van de moderadas
a buenas. Esto se aprecia especialmente con el sustrato racémico rac-8i
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(Esquema 12). La resolucion cinética del sustrato rac-8i se llevo a cabo de manera
excepcional, obteniéndose el producto acilado enantiopuro (eer)oi > 99%) y la
amina recuperada altamente enantioenriquecida (eew)si = 93%), con una
conversion casi ideal (c = 48%) en un proceso altamente enantiopreferente (E >
600). Cabe destacar también que se empled un disolvente verde (acetato de etilo)
como agente acilante. Desafortunadamente, cuando el proceso biocatalitico se
llevé a cabo con el sustrato rac-8j se obtuvo un producto racémico, posiblemente
debido a la similitud entre los sustituyentes aromaticos que impiden la correcta
diferenciacion de los enantiomeros en la mezcla racémica.

o
o J\
NH )J\ _R NH HN
2 o 3 2 -
- - N :
R R, CALB, dioxano R R, R R,
25Hz,15h
rac-8 ZE (S)-8 (R)9
NH, NH, NH,

rac-8b?
%ee (S)-8b / %ee (R)-9b
4/66

rac-8¢c®
%ee (S)-8¢/ %ee (R)-9¢c
68 /93

rac-8d@
%ee (S)-8d / %ee (R)-9d
17796

%c =6 %cC =42 %c =15
E=5 E=56 E=58
HoN
rac-8e° rac-8f¢ rac-8g®
%ee (S)-8e / %ee (R)-9e %ee (S)-8f / %ee (R)-9f  %ee (S)-8g / %ee (R)-9g
18/>99 88/>99 4 />99
%c =15 %c = 47 %c =4
E > 200 E > 500 E > 200
rac-8h® rac-8i@ rac-8j
%ee (S)-8h / %ee (R)-9h %ee (S)-8i/ %ee (R)-9i %ee (S)-8j / %ee (R)-9j
39/>99 93/>99 -/~
%c =28 %c = 48 %o =-
E > 200 E > 600 E=-

Esquema 12. Resolucion cinética de una familia de aminas racémicas via
activacidbn mecanoenzimatica. 2Empleando acetato de etilo como agente acilante.
bEmpleando acetato de isopropilo como agente acilante. cEmpleando acetato de
isopropenilo como agente acilante

Con el objetivo de comparar diversas estrategias en la desimetrizacion de aminas
racémicas (mecanoquimica versus reaccion en solucion a temperatura ambiente
versus reaccién en solucion a reflujo) se decidié llevar a cabo el proceso de
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resolucion mediante tres técnicas distintas, adicionales a la antes descrita
(Esquema 12). La primera, a través de una reaccion en solucion a 55 °C por 1.5 h;
la segunda, a través de una reaccion en solucion a 80 °C por 1.5 h y, por ultimo,
aplicando calentamiento a 80 °C por 8 h, empleando el mejor agente acilante
encontrado para cada caso (Tabla 7).

Tabla 7. Resolucién enzimatica de aminas quirales empleando condiciones
convencionales de agitacion y temperatura.

o O
NH, )J\O/ Rs NH, H r;l )J\
R4 Ro CALB, dioxano R4 Ro + R1/\R2
rac-8 (S)-8 (R)-9
iERvEr Al e/jcgugr]wttee tIe(rr?)po Iermzfcre)ltura Rdto (0/5)S )_Bee (%)° _ Rdto (%E)R )_gee (%)° (OCA:) E

1 rac-8a AlPr 1.5 55 60 7 21 99 7 >200
2 rac-8a AlPr 15 80 54 11 27 89 11 19
3 rac-8a AlPr 8 80 46 10 29 92 10 26
4 rac-8b AE 1.5 55 86 rac

5 rac-8b AE 15 80 32 rac 15 rac

6 rac-8b AE 8 80 30 rac 22 rac

7 rac-8c AlPr 1.5 55 93 rac

8 rac-8c AlPr 1.5 80 76 rac trazas

9 rac-8c AlPr 8 80 56 rac trazas

10 rac-8d AE 15 55 80 rac trazas

11 rac-8d AE 1.5 80 76 rac trazas

12 rac-8d AE 8 80 74 rac trazas

13 rac-8e AP 1.5 55 97 rac

14 rac-8e AIPrn 1.5 80 95 rac

15 rac-8e AIPrn 8 80 93 rac

16 rac-8f AP 1.5 55 54 65 39 98 40 195
17 rac-8f AP 1.5 80 50 70 41 98 42 >200
18 rac-8f AIPrn 8 80 48 91 46 98 48 >300
19 rac-8g AlIPrn 1.5 55 76 7 12 98 7 >100
20 rac-8g AIPm 15 80 82 9 14 84 10 13
21 rac-89 AIPrn 8 80 62 23 27 96 19 61
22 rac-8h AIPm 15 55 86 rac trazas
23 rac-8h AP 1.5 80 76 rac trazas
24 rac-8h AIPrn 8 80 63 34 37 80 30 13
25 rac-8i AE 1.5 55 70 28 28 88 24 21
26 rac-8i AE 15 80 62 46 34 87 35 23
27 rac-8i AE 8 80 80 rac 12 69
28 rac-8j AP 15 55 89 rac 6 rac
29 rac-8j AP 15 80 60 rac 32 rac
30 rac-8j AlPrn 8 80 62 rac 24 rac

aLas reacciones se llevaron a cabo mediante agitacion magnética y calentamiento a 55°C por 1.5 h, asi como 100mg de
N435, 6 equiv. del mejor agente acilante y 5 mL de dioxano, a menos que se especifique otra condicion. "Determinado
después del proceso de purificacion usando HPLC empleando columna con fase estacionaria quiral. “Calculada empleando
la Ecuacion 6. “Calculada empleando la Ecuacion 7. AE= Acetato de Etilo. AIPr= Acetato de Isopropilo. AIPrm= Acetato de
Isopropenilo.
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Los resultados obtenidos demuestran con claridad las ventajas de la técnica
mecanoenzimatica sobre las condiciones de calentamiento en solucion (Tabla 7).
En particular, esto se aprecia en los resultados de la desimetrizacion del sustrato
racémico rac-8a, en donde la enantiopreferencia del sistema varia
sustancialmente (comparar el ensayo 6, Tabla 5, Emecanoenzimatica >> 400 y el ensayo
1, Tabla 7, Esolucisn > 200). Ademas, la resolucion de los sustratos rac-8b-e resultd
inviable cuando se realizo el procedimiento en solucion (ensayos 4-15, Tabla 7).
Finalmente, el resultado de la resolucion de las aminas rac-8f-i fue superior
cuando se llevdo a cabo el proceso mecanoenzimatico respecto a los
procedimientos en solucion con calentamiento (comparar Esquema 12 con
ensayos 4-27 de la Tabla 7). Este efecto se aprecia claramente en el proceso
resolutivo del sustrato rac-8i, que alcanza un valor de E superior a 600 cuando el
proceso de resolucién se llevd a cabo mecanoquimicamente, en comparacién con
los procesos en solucién (ensayos 25-27) que alcanzaron un valor de E maximo
de 23.

Para evaluar la recuperabilidad y escalamiento del proceso de desimetrizacion se
llevaron a cabo reacciones adicionales (Tabla 8 y Esquema 13, respectivamente).

Tabla 8. Evaluacién de la recuperabilidad del biocatalizador en la resolucion de
aminas racémicas.

NH, HNJ\

+
dioxano

25Hz,1.5h (S)-8a (R)-9a

CALB

e ciclo dg (S)-8a (R)-8a cd £
recuperacion® Rdto (%) ee® (%) Rdto (%) ee (%) (%)
1 - 56 78 40 >99 44 >400
2 1 65 52 30 >99 34 >300
3 2 85 17 15 >99 15 >200
4 3 - - trazas - - -

3Las reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 25 Hz por 1.5 h usando 0.2 mL de dioxano. "N435 fue
recuperada por centrifugacion después de cada ciclo catalitico y secada a temperatura ambiente a presion reducida.
‘Determinado después del proceso de purificacion usando HPLC y empleando columna con fase estacionaria quiral.
dCalculada empleando la Ecuacion 6. ¢Calculada empleando la Ecuacion 7.

De igual forma que cuando se recupera y reutiliza el biocatalizador en la
resolucibn mecanoenzimética de p-aminoésteres (ver el capitulo 1), CALB
inmovilizada presentdé una menor actividad enzimatica después de cada ciclo

catalitico, disminuyendo la conversion y la enantiopreferencia del sistema. No
obstante, no existe pérdida de enantioselectividad (ee(r)-9a > 99%) por parte de la

62



enzima recuperada, presumiblemente debido a la alta estereoselectividad de
CALB que no se ve afectada por el efecto de la activacion mecanica. En contraste,
la enantiopreferencia del sistema puede decaer como consecuencia de la
disminucién en enantiopureza de la amina recuperada. Asi, ho queda claro si la
fuerza mecéanica en la molienda es responsable de la inactivacion enzimatica de
CALB por efecto destructivo del soporte o si existe algun otro mecanismo de
inactivacion que aun debe establecerse. Este dilema se discutira en el capitulo Il
de esta tesis.

a) Escalamiento empleando LAG b) Escalamiento bajo condiciones libres de disolvente
9 : . o
HNJ\ NH, | : NH, HNJ\ 3
+ -— 2 e +
'+ CALB, dioxano CALB '
,,,,,,,, (Ry9a ____________(Sy8a 25HZ oh rac-8a 25HZ 1Sh L (S8 (R9a___
%ee (S)-8a/ %ee (R)-9a %ee (S)-8a/ %ee (R)-9a

73/>99 62 />99

%c =42 Componentes Componentes %¢c = 38

E > 400 Amina: 0.3 mL Amina: 0.3 mL E > 300

Acetato de isopropilo: 1.74 mL Acetato de isopropilo: 1.74 mL
CALB: 300 mg CALB: 300 mg

Dioxano: 0.6 mL

Esquema 13. Escalamiento del proceso resolutivo mecanoenzimatico.

Por otro lado, el escalamiento de la reaccion multiplicando por tres veces la
cantidad utilizada de todos los componentes (Esquema 13a, ver también la parte
experimental) muestra un comportamiento similar a la reaccion modelo, en donde
la enantiopureza del producto de biocatalisis es alta (eer)-9a > 99%), obteniéndose
un procedimiento altamente enantiopreferente (E > 400), aunque con una muy
ligera pérdida de exceso enantiomérico para el producto (S)-8a.
Lamentablemente, cuando esta reaccion se condujo bajo condiciones libres de
disolvente (Esquema 13b) existe una ligera pérdida en la enantiopureza de la
amina enantioenriquecida, disminuyendo los valores de conversion y de
enantiopreferencia. Sin embargo, en ambos casos el procedimiento es exitoso al
obtenerse un producto enantiopuro (eer)-9a > 99%).

4.3 Resolucion de aminas quirales enfocada a la preparacion de un
ingrediente farmacéutico activo comercial enantiopuro: (R)-
Rasagilina.

Como se menciond en la introducciéon de este capitulo, las aminas quirales son
bloques de construccion de gran relevancia en el ambito farmacéutico. La sintesis
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y aislamiento de aminas quirales con alta pureza enantiomérica es de vital
importancia para llevar a cabo estudios biolégicos que permitan identificar la
actividad farmacolégica de los enantiomeros por separado. Esto permite
determinar si ambos enantiomeros son responsables del efecto bioldgico
observado, antes de llevar a cabo el estudio de las propiedades farmacoldgicas
completas del farmaco (como son la farmacocinética, farmacodinamia y
biodisponibilidad, entre otras). En este sentido, puede definirse al enantiomero con
mayor actividad biolégica como el eutobmero (sv=bueno, pepol= parte), mientras
que el enantiomero con menor o nula actividad suele denominarse distomero
(du&=malo, pepol= parte).?°

De esta forma, y considerando los beneficios que se obtienen al llevar a cabo la
desimetrizacion de mezclas racémicas mediante la estrategia mecanoenzimatica,
se decidié explorar dicha ruta para la obtencion del eutdbmero de un ingrediente
farmacéutico activo empleando activacion mecéanica y biocatalisis.

La resolucion mecanoenzimética del sustrato rac-8i procede eficientemente,
obteniéndose una amina altamente enantioenriquecida (ees)ysi = 93%) y un
producto acilado enantiopuro (eewr)-9i > 99%, Esquema 12). Es decir, pueden
aislarse ambos enantiomeros después del proceso mecanoenzimatico. La forma
(R) del sustrato rac-8i es precursora de un ingrediente farmacéutico activo, la (R)-
Rasagilina (eutomero), que es usada en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson debido a su capacidad para inhibir irreversiblemente a la monoamino
oxidasa B, permitiendo una mejora sustancial en las complicaciones neuronales
en los pacientes con esta enfermedad.?!?2

En este contexto, se han descrito ya varios métodos en solucién para la sintesis
asimétrica de Rasagilina.?>?> En este trabajo, se disefié una estrategia para la
desimetrizacibn mecanoenzimatica del sustrato rac-8i que permitio la obtencién de
ambas formas enantioméricamente puras del farmaco (Esquema 14).

La sintesis de (R)-Rasagilina se realizdé siguiendo el esquema de resolucion
mecanoenzimatico empleando el sustrato racémico rac-8i, 6 equivalentes de
acetato de etilo como agente acilante, dioxano como LAG y activacion mecénica a
25 Hz por 90 minutos. Una vez terminado el tiempo de reaccion se adicionaron 2
equivalentes de mesilato de propargilo (0o bromuro de propargilo) y la mezcla de
reaccion se agitd a 25 Hz de frecuencia por 15 minutos. Por ultimo, el contenido
del reactor fue extraido y la mezcla se purificdé por cromatografia en columna
usando silica gel como fase estacionaria y hexano y acetato de etilo (9:1) como
fase movil. Mediante este proceso se obtuvo un producto de acilacion que fue
analizado por HPLC con columna de fase quiral para evaluar la enantiopureza del
producto, obteniéndose una amida enantiopura (eer)-9 > 99%) asi como la forma
(S) del farmaco Rasagilina también enantiopura (ee(s)-rasagilina > 99%).
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A continuacién, se procedid a liberar la amina del producto acilado (R)-9i
sometiéndolo a reflujo con HClag). Una vez que se obtuvo la amina libre (R)-8i, se
tratd bajo agitacion mecéanica con 2 equivalentes de mesilato de propargilo para
asi obtener el eutdmero del farmaco, la (R)-Rasagilina en forma enantiopura. A
través de este proceso, se logro obtener las dos formas enantioméricamente puras
del ingrediente farmacéutico activo en 46% de rendimiento para la forma (S) y en
44% de rendimiento para la forma (R), con una conversion final ideal (c = 50%), en
un proceso altamente enantiopreferente (E >> 500).

o
)J\o/\ o
NH, CALB, dioxano ; HN/Z{

D40 - (el

X = o
rac-8i ~= (R)-9i (S)-Rasagilina
%ee > 99

\

2 %ee > 99

HClaq
X = Br, 0-SO,-Me 100°C

NH,

: : x = ! \
25 Hz, 15 min | >

(R)-8i & (R)-Rasagilina

%ee > 99 %ee > 99

Esquema 14. Sintesis asimétrica de (R)- y (S)-Rasagilina a través de una técnica
mecanoenzimatica.

4.4 Medicion de EA y del factor-E en la resolucion mecanoenzimatica
de aminas racémicas.

El calculo de la EA y del factor-E para la desimetrizacion mecanoenzimética de
aminas racémicas se realiz6 de acuerdo con el procedimiento descrito
anteriormente (capitulo 1), considerando a la amina enantioenriquecida y al
producto acilado como productos de la reaccidon e incluyendo ambas formas
enantioméricas del sustrato como materias primas. De esta forma, para el proceso
optimizado de resolucion (ensayo 5 en la Tabla 6), se emple6 el sustrato rac-8a
(96.5 mg), 6 equivalentes (502 mg) de acetato de isopropenilo como agente
acilante y dioxano (206 mg) como LAG (omitiendo la carga del biocatalizador
debido a que es recuperable). Los productos fueron (S)-8a (43.4 mg) y (R)-9a
(26.7 mg) y se asumio que solo 0.4 equivalentes de agente acilante se consumen
en el proceso de desimetrizacion, debido a la conversion obtenida (c = 40%).
Ademas, se consideran los 5 mL de metanol necesarios para la extraccion de los
productos. Asi, las Ecuaciones 1y 2 pueden desarrollarse con ayuda del Esquema
15.
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O

NH,

25Hz, 15 PM = 60.02 g/mol

rac-8a (R)9
PM(g) = 121.18 g/mol (95 PM =121.18 g/mol  PM = 163.22 g/mol PM = 60.05 g/mol
PMg) = 121.18 g/imol
PMbioxano = 88.11 g/mol

PMA.AciIante =102.13 glmo'

Esquema 15. Reaccion modelo para el calculo de la EA y el factor-E.

121.18-9 Vs 163.22%
EA = mo * 100 =~ 65%

121.18 gl+12118 gl+8811 gl+ 102.13 gl

206 mg + 275.61 mg + 275.74mg + 3960 mg
43.4mg + 26.7 mg B

factor E =

Obteniéndose buenos valores de EA (65%) y de factor-E (67) para la
desimetrizacion de aminas.

45 Conclusiones

Se logré extender a aminas quirales racémicas la técnica mecanoenzimatica
resolutiva, que previamente habia sido empleada en la resolucion de p-
aminoésteres quirales (capitulo 1). La técnica de desimetrizacion
mecanoenzimatica de aminas quirales racémicas procedié con éxito, habiendo
optimizado componentes claves como son el aditivo LAG y el agente acilante. El
amplio alcance de esta estrategia mecanoenzimatica se confirmd al resolver
satisfactoriamente una serie representativa de aminas quirales racémicas.
Simultaneamente, se demostré la superioridad de la técnica mecanoenzimatica
por sobre las técnicas convencionales en solucion. Asi mismo, cuando se evalu6
la recuperabilidad del catalizador fue posible constatar que la enantiopureza del
producto biocatalitico se mantuvo constante. Este resultado sugiere que el
proceso de molienda no es lo suficientemente destructivo como para interferir con
la estereoselectividad de la enzima CALB. Finalmente, la técnica de resolucion
mecanoenzimatica fue usada en la sintesis eficiente y sustentable del ingrediente
farmacéutico activo comercial (R)-Rasagilina, demostrando la viabilidad de la
técnica en sintesis organica asimétrica de compuestos farmacoldégicamente
activos.
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5 Capitulo Il

Estabilidad termicay mecanica de CALB
iInmovilizada: Una aproximacion para
cuantificar la energia mecanoquimica

generada empleando catalisis enzimatica
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5.1 Medicion de la energia mecanica que se genera en una reaccion
mecanoquimica

Durante el desarrollo de los capitulos | y Il de este trabajo fue posible evaluar el
uso de la fuerza mecanica producida por molienda de bolas de alta velocidad en
reacciones de resolucion cinética empleando CALB inmovilizada (N435),
permitiendo la obtencién de productos con alta pureza enantiomérica en cortos
periodos de tiempo y cumpliendo con los doce principios de la quimica verde. Los
resultados de estos procedimientos han confirmado la viabilidad de esta estrategia
para llevar a cabo reacciones en sintesis enantioselectiva y han evidenciado la
versatilidad de las nuevas metodologias mediadas por activacion mecanica para
realizar transformaciones enzimaticas con buenos resultados.

Sin embargo, hasta ahora los métodos mecanoenzimaticos descritos aqui solo se
han explorado de una manera empirica, es decir buscando el desarrollo de
aplicaciones que permitan la obtencién de productos de interés. En particular se
ha postergado el estudio de las caracteristicas inherentes al sistema
mecanoquimico incluyendo la evaluacion de, por ejemplo, la energia que se
genera dentro del reactor de molienda, asi como el mecanismo por el cual esa
energia se transfiere al sistema, las pérdidas energéticas que existen debido a que
el sistema no es cerrado ni hermético, entre otras.

El estudio térmico de una reaccion mediada por activacion mecanica resulta en un
procedimiento complejo en donde debe considerarse la cantidad y estado fisico de
los reactivos y disolventes usados, la frecuencia y tiempo de duracién de la
molienda, asi como la configuraciéon del equipo. De la misma forma, debe
estudiarse la composicion del recipiente en donde se lleva a cabo el proceso y el
material de los accesorios empleados para producir la activacion mecanoquimica.
Por tanto, aun cuando existan en la literatura estimados aproximados de la
energia térmica que se genera en una reaccion mecanoquimica, esos datos no
pueden emplearse universalmente para anticipar las condiciones experimentales
de otras transformaciones.! Estas consideraciones nos motivaron a realizar un
estudio energético de las metodologias mediadas por activacion mecanica.

En este sentido, la estimacion de la energia que se produce cuando se lleva a
cabo un proceso de molienda puede ayudar a entender los efectos que la energia
mecanica tiene sobre el desarrollo de la reaccion, permitiendo saber por ejemplo si
dicha energia es suficiente para volatilizar componentes liquidos como son los
disolventes LAG lo que repercutiria en la movilidad del sistema dentro del reactor.
Asi mismo, los datos energéticos pueden ayudar a determinar si el proceso es lo
suficientemente energético para escindir los enlaces covalentes requeridos o
provocar la desactivacién de estructuras sensibles como son las enzimas.

Desafortunadamente, aun no existe una herramienta o método que permita la
cuantificacion exacta de la energia que se genera durante un proceso mediado por
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activacidon mecanica. No obstante, se han desarrollado estrategias que conducen
a un mayor entendimiento de la manera como afecta la energia térmica generada
en una reaccidn mecanoquimica en contraste con una reaccion en solucion.
Ademas, se han implementado metodologias para realizar el monitoreo de la
formacion del producto deseado en tiempo real para de esta forma establecer la
frecuencia vibracional y tiempo de molienda ideales.?

Las limitaciones experimentales, en conjunto con la escasa literatura disponible
respecto a procesos enzimaticos en sintesis organica mediados por activacion
mecanica, han dificultado el entendimiento de los eventos que toman lugar durante
el desarrollo de los protocolos resolutivos estudiados en los capitulos | y Il de esta
tesis. Concretamente, ha sido imposible determinar el grado de
inactivacion/desnaturalizacion/destruccion del biocatalizador (N435) por la energia
mecanica producida en la implementacion de los protocolos resolutivos. Por
consiguiente, para entender la informacién recabada respecto a una disminucién
de la actividad y la estereoselectividad cuando se emplea un biocatalizador que ha
sido recuperado del proceso, como se ha mostrado en la resolucion de j-
aminoésteres y aminas racémicas (capitulos | y Il), se requiere determinar los
factores que podrian ser fundamentales para el disefio de futuros procedimientos
mecanoenzimaticos.

De esta forma, y conociendo que la fuerza mecénica producida dentro de un
reactor de molienda puede ser medida mediante técnicas analiticas en las que se
aplica o genera energia térmica, se decidio evaluar el efecto térmico que podria
dar lugar a la desactivacion del catalizador.®’ En este sentido, el efecto de la
temperatura sobre la actividad enzimatica ha sido estudiado ampliamente, sobre
todo en el campo de la ciencia de los alimentos.®1? Asi, con el objetivo de evaluar
si la energia térmica producida por la molienda es capaz de inactivar el
biocatalizador se decidi6 estudiar el efecto de dicha energia mecanica en la
enzima CALB. Sin embargo, considerando que la enzima mencionada se
encuentra adsorbida sobre un soporte que pudiese modificar sus propiedades, se
condujeron experimentos empleando tanto CALB en solucion, asi como N435
comercial (N435c) o previamente molida (N435pm).
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5.2 Desactivacion de la Lipasa B de Candida antarctica en diferentes
presentaciones por efecto térmico inducido durante la molienda

El estudio de inactivacion de CALB comenzé con la evaluacion del efecto térmico
sobre la actividad de la enzima libre comercialmente disponible como Lipozyme.
Previamente, fue necesario comprobar la cantidad y pureza de la proteina soluble
en el medio de reaccion por lo que se realizé una cuantificacion proteica (Bradford)
y se verificd la pureza de la proteina mediante un gel de poliacrilamida (ver parte
experimental), obteniéndose una concentracion de proteina igual a 17.7 mg/mL y
una buena pureza al presentarse solo una banda en el gel. Posteriormente, fue
necesario determinar la cantidad necesaria de enzima para llevar a cabo la
determinacién de su actividad; con este objetivo, se prepararon soluciones a
diferentes concentraciones de CALB libre y se analizaron en la reaccion modelo
(Esquema 16).

]

N

CALB )]\/\
buffer pH 7,45°C

10 1

405 nm

Esquema 16. Hidrdlisis del sustrato modelo (butirato de 4-nitrofenilo) empleando
enzima CALB libre.

La reaccion se monitored para obtener curvas de actividad enziméatica a diferentes
concentraciones de enzima, permitiendo el calculo de la velocidad inicial maxima a
partir de la pendiente observada para cada caso (Figura 17, ver también la parte
experimental).
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Figura 17. Determinacion de la concentracion 6ptima de enzima CALB en la
reaccion hidrolitica.
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Como pudiera anticiparse, la actividad de CALB libre disminuyé conforme se
incrementd su dilucion (Figura 17a); sin embargo, incluso a la mayor dilucién
(1/120, 90 pg CALB/ mL) la reaccion enzimatica concluyd antes de los 10 minutos
de reaccion. Por otro lado, una vez realizado el céalculo de la velocidad inicial
maxima (Vmax) se logré graficar el proceso respecto a la concentracion
enzimatica para determinar la concentracion de CALB o6ptima, que para el caso
estudiado fue de 0.59 mg CALB/mL (dilucién 1/30). En este sentido, ya no se
observd un incremento en la velocidad de reaccion a una mayor concentracion
enzimatica.

Una vez que se determinaron los valores 6ptimos para llevar a cabo el proceso
mecanoenzimatico, se prosiguié a examinar el efecto térmico sobre la actividad de
CALB libre. Este estudio se realiz6 a temperaturas superiores a la temperatura
operacional de CALB (30-60 °C), empleando la reaccién modelo (Esquema 16).
Para evaluar de manera directa el efecto térmico sobre la actividad de la lipasa,
cada solucién enzimatica fue incubada a temperatura constante (65 °C, 75 °C 0 85
°C) de donde a tiempos determinados se extrajo una alicuota de enzima que fue
transferida a un plato de una placa de 96 pozos y fue incubada a 45 °C
(temperatura media operacional de CALB) por 5 minutos (ver parte experimental).
Finalmente, se agregd el sustrato modelo y se monitored la reacciéon a 405 nm
hasta su término (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la actividad de CALB libre incubada a
diferentes temperaturas.
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Resulta evidente la pérdida de actividad enzimatica por efecto térmico y por
tiempo de incubacion, observandose el mayor decremento de actividad cuando la
enzima se incubo a 85 °C por 135 minutos (Figura 18c, linea naranja). Finalmente,
al obtener la velocidad maxima (pendiente) para cada tiempo de incubacion y al
definir la actividad maxima como la velocidad maxima al tiempo de incubacion
cero, puede relacionarse la actividad remanente de los tiempos subsecuentes para
obtener el porcentaje de actividad respecto al tiempo de incubacion y de esta
forma construir la curva de decaimiento térmico (Figura 19).
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Figura 19. Actividad residual de CALB libre incubada a diferentes temperaturas.

Claramente el patron de decaimiento es similar en las tres temperaturas de
incubacion estudiadas (Figura 19). En este comportamiento, existe una primera
etapa de decaimiento rapido que disminuye a tiempos largos de incubacién, hasta
llegar a un punto estable en donde la actividad enzimatica se mantiene casi
constante. Este patrén de comportamiento se ha encontrado con anterioridad en
otros sistemas enzimaticos,'%!! y se ha definido como un patrén de desactivacion
complejo, en donde las dos secciones del grafico representan por separado la
inactivacion de una seccion labil (L) de la enzima (decaimiento rapido) y una
seccion resistente (r) que detiene hasta cierto punto la pérdida de actividad
enzimatica.

Por otro lado, result6 evidente la rdpida pérdida de actividad cuando se increment6
la temperatura del proceso de incubacion (Figura 19, linea verde). De cualquier
modo, independientemente de la temperatura utilizada, se aprecio el efecto
inactivante de la temperatura sobre la actividad de CALB libre.

Una vez obtenido el patron de desactivacion térmica en CALB libre, se procedio a
realizar un andlisis similar para obtener la curva de inactivacion empleando N435c
(enzima soportada comercial). Sin embargo, fue necesario modificar las
condiciones del proceso para asegurar una velocidad de reaccién que permitiera
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cuantificar la pérdida de actividad en un periodo de tiempo suficientemente largo.
Por lo tanto, y debido a que la enzima se encuentra adsorbida sobre un soporte de
resina acrilica, se decidid, después de una extensa serie de experimentos
exploratorios que contemplé el uso de 1 mg hasta 0.2 mg e inclusive un solo
micropellet de enzima soportada (vide infra), emplear solamente 0.3 mg de N435c
como concentracion optima de enzima, ya que en los casos utilizando mas de esta
cantidad la reaccion culmind en tiempos de reaccion menores a 1 minuto, sin
posibilidad de analizar las curvas de actividad. Para la determinacion de actividad
enzimatica se siguidé un procedimiento similar al empleado en CALB libre (ver
parte experimental). De esta forma fue posible obtener las graficas del efecto de la
temperatura sobre la actividad de N435c (ver parte experimental) y finalmente las
curvas de actividad residual para cada temperatura (Figura 20).
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Figura 20. Actividad residual de N435 incubada a diferentes temperaturas.

Se aprecio el efecto térmico sobre la actividad de N435 (Figura 20). En este
ensayo, se decidi6é incluir una temperatura adicional (60 °C) debido a la
irregularidad (lineas con menor tendencia) de los datos obtenidos en comparacion
con CALB libre. Al comparar los patrones de desactivacion se observo la
resistencia a la desactivacion térmica que proporciona el soporte al cual esta
adsorbida la enzima, incrementando la actividad residual de CALB hasta en 14%
(comparar Figura 19 y 20, linea roja). No obstante, es claro que temperaturas mas
altas tienen una notable repercusion negativa en la actividad de la enzima, incluso
cuando esta soportada (Figuras 19y 20, linea verde).

Una vez obtenidos los datos que se muestran en la Figura 20 fue posible llevar a
cabo la experimentacion necesaria para conocer cual es el efecto del proceso de
activacidbn mecanica sobre la actividad enzimatica. De esta forma y buscando
cuantificar la pérdida de actividad después del proceso de molienda, N435c fue
previamente molida empleando molienda de bolas de alta velocidad usando bolas
y un reactor de molienda de agata. Adicionalmente, una muestra de biocatalizador
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fue molida manualmente con un mortero y pistilo de porcelana antes de su uso.
Sorprendentemente, una vez que se obtuvieron las muestras y se realizd el
ensayo de actividad empleando las condiciones descritas para N435c, no se
encontré pérdida de actividad alguna como consecuencia del efecto mecanico.
Contrariamente a lo anticipado con base en las observaciones hechas en capitulos
anteriores, la actividad enzimatica se increment6 considerablemente después del
proceso de molienda, alcanzando la maxima velocidad de conversion (un orden de
magnitud mas alto que N435c) a frecuencias moderadas de 10 Hz (Figura 21,
linea naranja). No obstante, la actividad parece disminuir un poco a frecuencias
altas, aunque se mantiene mas alta en comparacion con N435c (Figura 21b).
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Figura 21. Incremento de la actividad de N435c previamente molida (N435pm).

En este contexto, el tiempo de molienda (10 Hz) juega un papel esencial en el
grado de actividad de N435, obteniéndose la mayor velocidad de conversion
cuando el biocatalizador habia sido previamente molido durante 1.5 h (Figura 22).
Cabe destacar el incremento de actividad en un orden de magnitud con relacion a
la actividad de N435c.
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Figura 22. Incremento en la actividad de N435 previamente molida como funcion
del tiempo de molienda a 10 Hz.
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Considerando los resultados anteriores que demuestran un incremento de
actividad enzimatica por efecto mecanico y siguiendo el protocolo descrito para la
cuantificacion de actividad para N435c, se decidié evaluar la pérdida de actividad
del biocatalizador previamente molido (N435pm) por efecto térmico (Figura 23).
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Figura 23. Actividad residual de N435pm (10 Hz, 1.5 h) incubada a diferentes
temperaturas.

Al evaluar la pérdida de actividad de N435pm se observé una mayor resistencia a
la inactivacion térmica cuando el biocatalizador fue molido a 10 Hz por 1.5 h. En
especial, se increment6 al doble el porcentaje de actividad residual comparando
con CALB libre y en 25% respecto a N435c (Comparar Figuras 19, 20 y 23, linea
roja). En contraste, la actividad del biocatalizador molido se vio sustancialmente
disminuida cuando se sometid a temperaturas altas (85 °C, Figura 23, linea
verde).

5.3 Origen del incremento de la actividad enzimética: Efecto
difusional.

De los resultados obtenidos respecto a la inactivacion térmica de CALB en sus
diferentes presentaciones se concluy6 que no existe una relacién entre la pérdida
de actividad del biocatalizador y la fuerza mecanica aplicada durante el proceso
mecanoquimico (Figuras 21, 22 y 23). Este resultado inesperado contribuye al
entendimiento de los procesos mediados por activacion mecanica y establece
pautas que permiten el desarrollo de futuros procedimientos. Sin embargo, incluso
cuando los resultados indicaron un aumento en la actividad enzimatica como
resultado del proceso de activacion mecanica, no fue claro cual es el efecto del
proceso de molienda sobre N435 que da lugar a la mayor eficiencia enzimatica.
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Ante este dilema se plantearon dos hipoétesis: la primera en términos de la
fragmentacién de la particula de enzima inmovilizada que se microniza hasta
alcanzar un tamafio considerablemente menor de particula que permite
incrementar el area de contacto superficial entre los sustratos y la lipasa. La
segunda hipdtesis se basa en los efectos difusionales de la particula del
biocatalizador que una vez micronizado se aceleran facilitando el acceso del
sustrato desde la superficie del biocatalizador hasta el sitio activo de la lipasa. De
esta manera, se incrementa la proporcion de enzima disponible para la reaccion
de interés y por lo tanto la eficiencia enzimatica.

Con el objetivo de obtener més informacién acerca del proceso mediante el cual
se incrementa la actividad enzimatica se llevaron a cabo los experimentos que se
describen a continuacion. Primeramente, se midié el area superficial de N435c y
N435pm a través de un analisis de Brunauer-Emmett-Teller (BET).
Inesperadamente, no se encontrd6 un aumento considerable del éarea del
biocatalizador molido respecto a N435c, obteniéndose 83 m?g! y 81 m?g?,
respectivamente. Este resultado condujo la atencion hacia la evaluacién del efecto
difusional de las particulas de catalizador como posible responsable del
incremento de la actividad enzimatica.

La evaluacion del efecto difusional de N435 se realiz6 mediante la comparacion de
la actividad de N435c y de N435pm a través de los datos de su actividad. De esta
forma, después de analizar las curvas de actividad y de hacer el célculo de
interpolacion de las pendientes para obtener el estimado de actividad observable,
fue posible determinar el valor de la enzima disponible en N435¢c como 7.4 Ul/mL
(Ul = Unidades Internacionales de enzima) y como 98.4 Ul/mL para N435pm. Es
decir, se aprecié un incremento de mas de un orden de magnitud en la actividad
enzimatica después del proceso de molienda. Ademas, N435c y N435pm se
analizaron por microscopia de barrido (SEM, fue necesario recubrir las particulas
con una capa de oro), permitiendo la visualizacion a detalle de las particulas del
biocatalizador (Figura 24).

El estudio SEM permitioé la descripcion plena de N435c y N435pm. En particular,
se puede afirmar que N435c esta constituida por esferas de resina acrilica con un
diametro que varia entre 330 a 580 um (Figura 24). La superficie de estas esferas
no es homogénea exhibiendo zonas externas en donde se pueden apreciar poros
que permiten el acceso hacia el interior del soporte y zonas que no presentan
porosidad (Figura 25c). Por otro lado, N435pm se compone de particulas de entre
0.5 a 20 ym altamente porosas, en comparacion con N435c (Figura 26).

Los datos obtenidos de la medicion del area superficial (BET) en conjunto con el
analisis SEM sugirieren que el aumento de actividad enzimatica después del
proceso de molienda es resultado de un efecto difusional. Asi, se observé que las
esferas de N435c presentan una alta porosidad (Figura 25). No obstante, existe
una barrera difusional que debe superarse para observar una catdlisis eficiente.
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Dicha barrera es resultado de que la superficie de las particulas no es homogénea
lo que dificulta el acceso del sustrato al interior del biocatalizador disminuyendo la
capacidad de CALB para llevar a cabo la biocatalisis. Por otro lado, la capacidad
de CALB para penetrar la resina acrilica ha sido estudiada previamente por otros
grupos empleando microespectroscopia electrénica;*? encontrandose que CALB
es capaz de penetrar entre un 30% a 40% dentro del material, indicando que la
enzima puede introducirse hasta un punto intermedio en el soporte. En este
sentido, incluso cuando la parte central de la esfera no contenga enzima, la
barrera difusional debe superarse desde la superficie hasta un 30% o 40% del
interior del material de soporte para poder generar la catalisis. Es entonces
probable que al activar mecanoquimicamente a N435c, la enzima que penetro al
material queda expuesta minimizando la barrera difusional y facilitando la catalisis.
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Figura 24. Imdgenes SEM de N435c mostrando las diferencias de tamafio de
particula para el biocatalizador y las superficie externa e interna del soporte.
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Figura 26. Imadgenes SEM de N435pm, activada mecanicamente a 10Hz por 1.5 h.
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Utilizando los datos que se presentan en las Figuras 19, 20 y 23 pueden
calcularse varios parametros que permiten analizar cuantitativamente el impacto
de la energia térmica sobre la actividad de CALB. Estos parametros son: (1) la
energia de activacion (Ea), que puede determinarse empleando la ecuacion de
Arrhenius. (2) El tiempo necesario a temperatura constante para reducir la
actividad del biocatalizador en 10% (D) y (3) la temperatura necesaria para
disminuir D en una unidad logaritmica (z). No obstante, debe considerare que
estos célculos deben realizarse tanto para la parte labil (L) como para la parte
resistente (r) de la enzima. Las ecuaciones y tratamiento matematico de estos
paradmetros pueden encontrarse en la parte experimental de este trabajo, mientras
gue los resultados se presentan a continuacion (Tabla 9).

La energia necesaria para llevar a cabo el proceso de desactivacion de N435pm
es mayor respecto a la energia que requiere CALB libre y N435c. Este efecto
puede apreciarse cuantitativamente en el valor de D para ambas preparaciones;
mientras que para N435c los tiempos para desactivar 10% del biocatalizador no
superan los 2 minutos, para el caso de N435pm los tiempos superan incluso los 7
minutos, demostrando una mayor resistencia térmica. Sin embargo, incluso
cuando el biocatalizador molido es mas resistente al embate de la temperatura a
tiempos considerablemente altos, la destruccion del material de soporte parece
provocar inestabilidad en la enzima a temperaturas altas, ocasionando que CALB
sufra de sensibilidad térmica: es decir, que se requiere menor temperatura para
inactivar a la enzima, un efecto que puede apreciarse en el bajo valor de z.

Tabla 9. ParAmetros de inactivacion para CALB libre, N435 comercial y N435
previamente molida

T kr kL Ear EaL Dr DL ZRrR ZL
(°C) (1/s) (a/s) (kcal/mol) (kcal/mol) (min) (min) (°C) (°C)
CALB libre

65 0.414+0.014 0.063+0.000 5.555 36.380
75 0.258+0.048 0.078+0.003 -11.6+0.3 4.46+0.18 8.920 28.403 47.72+2.5 119.87+6.5
85 0.158+0.048 0.092+0.004 14580 25.125
N435c
60 0.517+0.048 0.517+0.014 1.932 1.623
& 0.630+0.035 0.630+0.016 6.68+0.36 2.75+0.09 _ 1588 0870 31.64+2.6 113.63+3.3
75 0.862+0.117 0.862+0.132 1.160 0.723
85 1.046+0.114 1.046+0.186 0.955  0.692
N435pm
60 0.138+0.014 0.244+0.020 7.249  4.104
¢SO IR sz msen o S s res
85 1.058+0.208 1.567+0.274 0.945  0.640

kr y k. = constante de velocidad para los componentes labil y resistente en CALB libre. E, = energia de activacion. D =
Tiempo requerido para disminuir 10% la actividad enzimatica. z = Temperatura necesaria para disminuir D una unidad
logaritmica.
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5.4 Estudio de Ilos cambios energéticos en un proceso
mecanoenzimatico empleando resolucidn cinética.

El estudio térmico de la actividad enzimatica de CALB libre, N435c y N435pm
permiti6 un analisis mas profundo del efecto de la molienda mecéanica sobre la
actividad y estabilidad del biocatalizador, revelando resultados inesperados. Por
un lado, se identific6 un aumento en la actividad enzimética de mas de un orden
de magnitud como consecuencia de la activacion mecanica del biocatalizador.
Este efecto es provocado por una disminucion de la barrera difusional que debe
enfrentar el sustrato para acceder a la enzima desde la superficie de la particula
que la soporta hasta el interior activo. De la misma forma, se confirmé un
incremento en la energia necesaria para desactivar N435pm, aunque
demostrando una disminucion en la temperatura necesaria para inactivar el
biocatalizador como lo demuestra el valor de z. Sin embargo, estos datos no
ofrecen informacién respecto a la estabilidad conformacional de la enzima cuya
pérdida podria traducirse en una pérdida de selectividad del biocatalizador. Por lo
tanto, y en vista de los resultados obtenidos en capitulos previos, se decidio
evaluar el efecto mecénico sobre la estereoselectividad del proceso al comparar
los resultados obtenidos de la desimetrizacion de un sustrato racémico mediante
una técnica mecanoenzimatica con los resultados de un procedimiento equivalente
en solucidn, a diferentes temperaturas.

Primeramente, para cuantificar el efecto mecanico sobre la estereoselectividad del
biocatalizador se decidi6 explorar el efecto térmico sobre la actividad y
estereoselectividad de N435c en la resolucién enziméatica modelo (Esquema 17).
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Esquema 17. Desimetrizacion del alcohol a-metilbencilico (rac-13) mediante
catdlisis enzimatica con CALB soportada N435.

Esta metodologia permitio cuantificar la enantiopureza, conversion vy
enantiopreferencia del sistema mecanoenzimatico en un tiempo determinado a
través de una sola evaluacion por HPLC empleando columna de fase quiral,
evitando asi la purificaciéon de la mezcla de reaccién, facilitando la obtencion de
datos y disminuyendo errores. A continuacion, se muestran las cinéticas de
reaccion estudiadas empleando la tactica de desimetrizacibn en solucién a
diferentes temperaturas (Figura 27).
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Figura 27. Cinéticas de reaccion para la desimetrizacion de rac-13 en solucion.

Se observd un proceso completamente estereoselectivo en donde la
enantiopureza del producto de biocatalisis (R)-14 se mantiene alta (ee(r)-14 > 99%)
y constante incluso después de 1 h de reaccion a 35 °C. Adicionalmente, es
evidente que el proceso de desimetrizacion ocurre de manera gradual hasta
alcanzar su punto maximo de conversion (c = 50%) y enantiopreferencia (E >>
500) después de una hora de reaccion (Figura 27).

No obstante, este comportamiento sufre un desajuste cuando se incrementa la
temperatura del proceso, incluso trabajando en el intervalo de temperatura estable
de CALB (45 °C y 55 °C). Asi, el punto de maxima conversién y enantiopreferencia
se alcanza a tiempos cortos de reaccion, concluyendo en una reaccion rapida (tan
rapida como 7.5 min, Figura 27d). Sin embargo, aun cuando el tiempo de reaccion
disminuyé de forma considerable al aumentar la temperatura existe el riesgo

potencial de sobrepasar este tiempo y disminuir la enantiopureza del producto de
biocatalisis (Figura 27b-f).

Este efecto fue estudiado de forma similar empleando N435pm obteniéndose el
mismo comportamiento respecto a la temperatura del proceso; es decir, un
procedimiento enantiopreferente a temperaturas moderadas que se pierde al

aumentar la temperatura, mostrando una mayor pérdida de eficiencia enzimatica
(Figura 28).
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Figura 28. Cinéticas de reaccion para la desimetrizacion de rac-13 en solucién
empleando N435pm.

Una vez analizada la cinética de reaccion enzimética en solucion, se procedi6 a
llevar a cabo el proceso de resolucién empleando activacibn mecanica aplicada a
la reaccion modelo (Esquema 17), aunque empleando solamente 0.2 mL de
hexano como LAG y un reactor de molienda de agata y bolas de agata (Figura 29).
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Figura 29. Cinéticas de reaccion para la desimetrizacion de rac-13 a través de
activacion mecanica empleando bolas y un reactor de molienda de agata.

En contraste con la reaccion en solucion, cuando se incrementd la frecuencia de
reaccion el proceso de desimetrizacibn mecanoenzimatica procedié de manera
mas lenta, obteniéndose los mejores resultados cuando se emplearon 10 Hz de
frecuencia. Es posible que este efecto se deba a la evaporacién del hexano a
frecuencias altas lo que inhibe la movilidad de los sustratos dentro del reactor. Con
estos resultados se alcanzaron algunas conclusiones del proceso
mecanoenzimatico respecto a la estabilidad del biocatalizador. Asi, el incremento

84



gradual del exceso enantiomérico del alcohol recuperado enantioenriquecido (S)-
13, la conversidn y la enantiopreferencia del proceso indicaron que no hay pérdida
de actividad ni de estereoselectividad por parte del biocatalizador. Ademas, la
enantiopureza del producto de biocatalisis (R)-14 se mantuvo extraordinariamente
alta (eer)14 > 99%) durante todo el proceso, confirmando la estabilidad del sitio
activo de la lipasa a pesar de la energia generada por el proceso de molienda
(Figura 29).

Al igual que en el proceso en solucion, N435c fue activada mecéanicamente para
obtener N435pm, que fue evaluada en la resolucion mecanoenzimatica,
obteniéndose resultados que demostraron un efecto negativo al incrementar la
frecuencia de reaccion y un proceso resolutivo incompleto incluso a 90 minutos de
reaccion.

Como se menciond en capitulos anteriores, el material de las bolas y el reactor de
molienda juega un papel critico en las transformaciones mediadas por activacion
mecanica. Por tanto, se decidio utilizar componentes de acero inoxidable o de
Teflon® en la reaccion de desimetrizacion a frecuencias moderadas (10 Hz).

Inesperadamente, cuando se cambiaron los componentes de agata por accesorios
de acero inoxidable, la resolucion procedié con mayor eficiencia, concluyendo en
tan solo 45 minutos al emplear una bola de molienda del mismo material (Figura
30a). Lamentablemente, la adicion de una segunda bola de acero inoxidable
disminuyd la velocidad de reaccién, requiriendo la resolucién el doble de tiempo.
Es probable que este efecto se deba a un entorpecimiento del movimiento dentro
del reactor debido a la limitante de espacio generando una catalisis incompleta.
Sorprendentemente, cuando se sustituyé el acero inoxidable por Teflon®, un
material mas suave (Rockwell para acero inoxidable y Teflon® es C60 y R58,
respectivamente) y menos denso (densidad del acero y del Teflon® es 7.67 gcm™3
y 2.3 gcm3, respectivamente),! la reaccibn mecanoenzimatica se completé en el
menor tiempo reportado hasta ahora para la desimetrizacibn mecanoenzimatica
del alcohol a-metilbencilico (30 minutos).’®* Se obtuvieron asi dos productos
enantiopuros en un proceso altamente eficiente. Nuevamente, la incorporaciéon de
una bola adicional de molienda solo entorpecio la catalisis (Figura 30d).
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Figura 30. Cinéticas de reaccion para la desimetrizacion de rac-13 a través de
activacion mecanica empleando bolas y reactores de diversos materiales.

Es dificil entender el incremento observado en la eficiencia catalitica de CALB
inmovilizada cuando se emplearon materiales suaves como el Teflon®. Sin
embargo, este efecto podria estar relacionado con la naturaleza del golpeteo
dentro del reactor, que se vuelve altamente eléstico cuando se emplean materiales
mas deformables. Por otro lado, las cinéticas de reaccion ofrecen la pauta para
confirmar el efecto benéfico generado por la técnica mecanoquimica (Figuras 29 y
30). En especial, se obtuvieron cinéticas de reaccién en donde se consigue
plenamente la resolucion cinética (c = 50%, E >> 500) y no existe pérdida de
enantiopureza después de alcanzar la maxima conversiéon (Figura 30a, 30c y 30d)
como ocurre en la técnica en solucion a temperaturas altas (Figuras 27 y 28). Este
resultado podria indicar, por comparacién con las cinéticas mostrada en la Figura
27d, que la temperatura del proceso es cercana a 35 °C (temperatura mas baja
estudiada en solucién), debido a que no existe pérdida de pureza del producto de
biocatalisis. Asi mismo, la energia que se generd dentro del reactor de molienda
no supera la barrera de activacibn necesaria para comenzar a catalizar al
enantiomero menos preferido (S)-13 y, por tanto, la reaccidon puede activarse
mecanoquimicamente sin pérdida de enantiopreferencia.

En este sentido, conociendo la relacion que existe entre la enantiopreferencia del
sistema y la diferencia de energias de activacion entre ambos estados de
transicion diastereoméricos (AAG?), establecida por la Ecuacion 8, fue posible
calcular esta diferencia para las resoluciones en solucion empleando N435c y
N435pm (Figura 31):
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Cuando se emplea N435c

! AAGhasse = 8.41% 0.79 keal/mol

Cuando se emplea N435pm

| AAGpasspm = 12.20*0.91 kcal/mol

Figura 31. Diferencia en las energias de activacion diastereoméricas para el
proceso de resolucién en solucién empleando N435c y N435pm.

La mayor diferencia en la diferencia de energia de activacion cuando se emplea
N435pm, AAG* = 12.20£0.91 kcal/mol, en comparacion con AAG* = 8.41+0.79
kcal/mol cuando se emplea N435c, facilitd la comprension de la mejora en
enantiopreferencia cuando se lleva a cabo el proceso de resolucidén mediante
activacion mecanica.

5.5. Efecto del proceso de molienda exhaustivo sobre la actividad de
CALB en N435.

La experimentacion conducida hasta ahora ha demostrado que la activacion
mecanica repercute de manera positiva sobre la actividad y estereoselectividad de
N435. Sin embargo, los capitulos | y Il de este trabajo revelaron que al recuperar
el catalizador después de ciclos sucesivos de molienda la actividad de CALB en
N435 se abatié de manera significativa, indicando un efecto negativo ocasionado
por la molienda consecutiva. Por tanto, y con el objetivo de explorar con mas
detalle el efecto de la activacion mecéanica sobre la actividad del biocatalizador, se
decidié moler sucesivamente el biocatalizador soportado. En particular, se decidié
evaluar la actividad, la estereoselectividad y la enantiopreferencia en la reaccion
modelo (Esquema 17), empleando componentes de Teflon® para la molienda.
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Figura 32. Efecto de moler sucesivamente el biocatalizador soportado sobre la
actividad de N435.

Sorpresivamente, incluso después de 4 ciclos de molienda consecutivos, no se
observo una diferencia significativa entre el proceso empleando N435 sin activar y
N435pm molido hasta 4 veces (comparar Figura 30c con Figura 32d). Este
resultado muestra que la pérdida de actividad enziméatica no esta asociada al
proceso de molienda.

De esta forma, se puede asegurar que el efecto de activacion mecénica generado
por el proceso de molienda repercute positivamente en la actividad enzimética del
biocatalizador, sin comprometer su estabilidad. No obstante, es claro que existe un
cambio estructural perjudicial provocado por la molienda durante el proceso
resolutivo que impide la recuperacion eficiente del biocatalizador.

En este trabajo también fue posible confirmar un decremento en actividad
enzimatica inducido por el aditivo que se emplea para conducir la reaccion (LAG) y
para recuperar los materiales del reactor de molienda. Este efecto ha sido
estudiado concluyendo que incluso cuando las lipasas puedan conducir procesos
biocataliticos en disolvente organicos estos aditivos afectan de manera directa la
estabilidad enzimatica, repercutiendo incluso en el sitio activo de la enzima.'4’
Este decremento en la actividad del biocatalizador es ajeno al proceso
mecanoquimico, por tanto, no fue evaluado en el presente estudio.
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5.6. Conclusiones

Los datos mostrados en este capitulo permitieron descartar que la pérdida de
actividad enzimética sea consecuencia directa de la fuerza mecéanica aplicada al
proceso resolutivo. Existe una clara inactivacion térmica preponderante que puede
visualizarse en CALB libre, N435 comercial y N435 previamente molida y que
conduce a una reduccién sustancial de la actividad del biocatalizador. No
obstante, existe un incremento de un orden de magnitud entre la actividad de
N435 comercial y N435 previamente molida. Por otro lado, apoyados por los datos
cinéticos de la resolucién en solucién y via activacion mecéanica, puede concluirse
que la energia que se genera dentro del reactor de molienda no es suficiente para
desactivar térmicamente el biocatalizador. Asi mismo, dicha energia no es lo
suficientemente alta para sobrepasar la barrera energética que permitiria a la
lipasa catalizar la reaccibn en ambos enantiomeros de la mezcla racémica. Se
concluye asi que los métodos de molienda a frecuencias moderadas presentan
perfiles energéticos bajos, incapaces de perturbar la estabilidad de la enzima,
incluso después de ciclos sucesivos de activacion.
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6. Capitulo IV
Resolucion mecanoenzimatica dual del
(x)-Ketorolaco
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6.1 Impacto del (x)-Ketorolaco en el sector farmacéutico: Dos
eutdmeros en una mezcla racémica

El (x)-Ketorolaco es un agente antiinflamatorio no esteroideo (AINE) introducido al
mercado a inicios de la década de los noventa del siglo pasado por la empresa
Syntex como sal de trometamina y bajo el nombre comercial de Toradol® (Figura
33).1 El mecanismo de accion del (x)-Ketorolaco, al igual que el de otros AINES, se
focaliza en la inhibicién no selectiva de las isoformas de la ciclooxigenasa (COX),
responsables del metabolismo del acido araquidonico y la concomitante
produccion de prostaglandinas y tromboxanos, biomoléculas encargadas de la
sefializacién del dolor.?

Las excelentes propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias del (z)-
Ketorolaco han permitido la explotacion de este farmaco para el alivio del dolor
ocasionado por cirugias mayores, tales como cirugias abdominales, ortopédicas,
ginecoldgicas y dentales,® entre otras.* De esta manera, el Ketorolaco es uno de
los analgésicos mas exitosos, incluso sobre otros AINEs comerciales como son el
acido acetilsalicilico (Aspirina®) o el (+)-Etodolaco.

(R)-Ketorolaco (S)-Ketorolaco

Figura 33. Enantiomeros del (+)-Ketorolaco.

Naturalmente, se han conducido estudios farmacoldgicos para entender mejor el
efecto que tiene este principio activo en el cuerpo concluyendo que la forma (S)
del ()-Ketorolaco es el enantiomero responsable de la actividad analgésica;>" es
decir, es el eutdbmero. No obstante, la formulacién farmacéutica que se distribuye
comercialmente corresponde a la mezcla racémica. En este contexto, es posible
encontrar el Ketorolaco en diferentes presentaciones como son: comprimidos,
comprimidos sublinguales, cdpsulas de gelatina blanda, gel, soluciones oftalmicas
e inyectables.

A diferencia de otros IFAs como la Talidomida,® la comercializaciéon de la forma
racémica del Ketorolaco no representa un riesgo potencial a la salud humana. La
forma no activa tiende a acumularse en el cuerpo, aunque sin repercusiones
serias.” De esta manera, incluso cuando la forma (R) del Ketorolaco no presente
actividad analgésica, su ingesta tampoco causa afectaciones importantes y por lo
tanto puede formularse y dosificarse con seguridad a pacientes que sufren dolor.
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De especial interés resultdé el empleo de la forma racémica del Ketorolaco como
analgésico en mujeres que se sometieron a cirugias para el tratamiento contra el
cancer de mama, asi como a mujeres sometidas a intervenciones para el
tratamiento de cancer de ovario. En un estudio retrospectivo de estos pacientes se
logro identificar una menor mortalidad respecto a pacientes a los que no se les
administré este medicamento durante el periodo perioperatorio de su intervencion,
indicando que la administracion de este analgésico podria tener un efecto
beneficioso que ayudaria a la supervivencia del paciente durante el periodo
postoperatorio.? No obstante, incluso cuando la inhibicién de las isoformas de
COX (que se sobreexpresan en tumores ovaricos) por efecto del enantiomero con
actividad antiinflamatoria (S) del Ketorolaco conduce a una reduccion en la
sefalizacion que promueve la proliferacion y metastasis de células en distintos
tejidos, no fue claro si este efecto era lo suficientemente robusto para incrementar
la supervivencia de los pacientes.®

Fue necesario llevar a cabo un estudio enfocado a la busqueda de inhibidores
selectivos de proteinas tumorales para finalmente identificar a la forma (R) del
Ketorolaco como inhibidor alostérico de las proteinas Racl (Ras-related C3
botulinum toxin substrate) y Cdc42 (cell division control protein 42), dos GTPasas
reguladoras de diferentes funciones tumorales como el crecimiento/progresion,
metastasis y resistencia a los medicamentos.® Asi, el enantiomero con baja
actividad analgésica puede ser empleado como una opcion para el manejo de
cancer, especialmente cancer de ovario.®!° Es decir, el (R)-Ketorolaco puede
considerarse en realidad como un segundo eutdmero del ingrediente farmacéutico
activo (Figura 34).

Analgésico

Antiinflamatorio Inhibidor de

Antipirético

Rac1y Cdc 42

(S)-Ketorolaco  (R)-Ketorolaco

Figura 34. Dualidad de la actividad biolégica del (x)-Ketorolaco.

El empleo de un medicamento para tratar una condicion para la que no fue
estudiado con anterioridad es una préctica relativamente comun en la industria
farmacéutica y se le conoce como reposicionamiento de farmacos.'*'? Ejemplos
exitosos de reposicionamiento incluyen a la Talidomida, reposicionada del
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tratamiento de los malestares diurnos en el embarazo hacia el tratamiento de
mieloma multiple, y al Sildenafil (Viagra®) del tratamiento de la angina de pecho
hacia el manejo de la disfuncién eréctil.*?

Asi, aunque de forma rutinaria se administre el racemato del Ketorolaco en
pacientes que sufren dolor, en realidad la forma (S) del IFA es el eutbmero
responsable del efecto analgésico. En contraste, el enantiomero (R) del Ketorolaco
que funge como distbmero en el tratamiento del dolor, fue recientemente
reposicionado como eutémero en el manejo de cancer de ovario.

De esta forma, la dualidad en la actividad biologica del (+)-Ketorolaco hace muy
atractivo el desarrollo de métodos que permitan sintetizar eficientemente o separar
las dos formas enantioméricas del farmaco (Figura 34). Dicha metodologia abre el
campo para la comercializacion de ambas formas enantioméricas evitando la
ingesta de la forma épticamente activa no deseada.

Efectivamente, se han desarrollado estrategias para la sintesis o para la
resolucién (separacion de ambos enantiomeros) del (+)-Ketorolaco. No obstante,
los métodos descritos en la literatura no cumplen con los doce principios de la
quimica verde ya que emplean sustratos o reactivos toxicos o cantidades elevadas
de disolvente.’314 Cabe también sefialar que se han explorado estrategias
enzimaticas enfocadas en la resolucion de la mezcla racémica del principio activo,
con especial interés en el uso de lipasas como es la CALB.1>17

En este sentido, y considerando la experimentacion descrita en este trabajo
relacionada con la aplicacion de biocatalisis en conjunto con activacidon mecanica
para llevar a cabo la desimetrizacion de mezclas racémicas (ver capitulos | y Il de
esta tesis), asi como los estudios de estabilidad mecanica del biocatalizador que
demuestran un efecto positivo al activar mecanoquimicamente a N435 (ver
capitulo Il de esta tesis), se propuso la separacion de ambos enantiomeros del
(x)-Ketorolaco via un protocolo mecanoenzimético. Dicha estrategia confirmaria la
utilidad de los métodos mecanoenzimaticos en la sintesis de compuestos con
actividad farmacolégica utilizando metodologias que estan en linea con los
principios de la quimica verde.

6.2 Resolucion mecanoenziméatica de (x)-Ketorolaco empleando una
estrategia dual: hidrdlisis o esterificacion enantioselectiva.,

Los métodos de resolucién aplicados al (x)-Ketorolaco se han enfocado en
biotransformaciones sobre el grupo carboxilico en posicion o al centro de
quiralidad a través de una estrategia dual (Figura 35).

De esta forma, se busco emplear el (+)-Ketorolaco como sustrato en un proceso
de resolucion a través de esterificacion enantioselectiva. Obteniendo el
enantiomero (S) con actividad analgésica en forma de acido libre, mientras que la
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forma (R) activa para el manejo de cancer se obtuvo en forma de éster. 17 Por el
contrario, cuando se emple6 algun éster derivado del (+)-Ketorolaco como sustrato
la resolucién procede a través de hidrolisis enantioselectiva, obteniendo el éster
derivado de la forma analgésica (S) y el acido carboxilico libre del enantiomero
complementario (R) (Figura 35).16: 17

O
N
OR;
W
a)siRi=H b)siR{#H
2 &
OYY Ra (@
HO V’
Bz __N OH
W T\% T\; T TL%
O
(S)-Ketorolaco )-Ester de Ketorolaco (S)-Ester de Ketorolaco (R)-Ketorolaco

Figura 35. Resolucion enzimatica de (z)-Ketorolaco mediante una estrategia
enantioselectiva dual.

En particular, se decidi6 explorar una estrategia mecanoenziméatica utilizando
bolas y un reactor de molienda de &gata. Primeramente, se decidié explorar la
esterificacion enantioselectiva del (+)-Ketorolaco (rac-15) empleando el protocolo
descrito en el Esquema 18 y las condiciones reportadas previamente en la
literatura (0.1 mmol de (x)-Ketorolaco, 1 mmol de agente esterificante y acetonitrilo
como LAG).’

(0]
N N
,,,,, OH OR
Q)% o M o+ Ve
CALB CH3;CN 0] 0]

rac-15 25 Hz, 1. 5h (S)-15

Esquema 18. Esterificacion enantioselectiva del (x)-Ketorolaco empleando
activacion mecanica. CHsCN = Acetonitrilo (0.2 mL)

(R)-16-20

Con el objetivo de analizar el efecto de la cadena alifatica del alcohol sobre la
resolucion de rac-15, se estudid la estrategia mecanoenzimatica empleando 10
equivalentes de diferentes alcoholes (Figura 36).
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Figura 36. Efecto del alcohol como agente esterificante sobre la actividad de CALB
en la resolucion mecanoenzimética.

Debido a que los productos de reaccion pueden analizarse en conjunto por HPLC
con columna de fase estacionaria quiral, las mezclas de reaccion no fueron
purificadas, excepto por las reacciones donde metanol es empleado como agente
esterificante, en este caso los productos se aislaron mediante purificacion por
columna con silica gel como fase estacionaria y una mezcla de hexano y acetato
de etilo (95:5) y cloruro de metileno como fase mavil (ver parte experimental). Asi,
la diferencia entre las areas de las sefiales obtenidas por HPLC condujo a la
obtencion de los excesos enantioméricos para las mezclas de reaccion. Es claro
gue la resolucion mecanoenzimatica de rac-15 se llevd a cabo con alta
enantioselectividad para obtener el enantiomero (R) del Ketorolaco, como éster de
forma enantiopura (eer) > 99%).

Se puede apreciar que los mejores valores de exceso enantiomérico para el
isdbmero con actividad analgésica (ee(s)1s = 58%), conversion de reaccion (¢ =
37%) y enantiopreferencia (E > 300) se obtuvieron cuando se empleé el alcohol de
menor peso molecular (metanol) como agente de esterificacién, una observacion
que ya habia sido reportada previamente, precisamente con CALB.*® No obstante,
se observo también un incremento en enantioselectividad del enantibmero con
actividad analgésica cuando se intercambio el alcohol etilico (ee(s)-15 = 9%) por n-
hexanol (eews)15 = 31%). Por otro lado, se explor6 el efecto de la frecuencia y
tiempo de molienda sobre la eficiencia del proceso resolutivo, encontrando que
una disminucién en estos parametros condujo a un proceso de desimetrizacion
ineficiente.

Una vez seleccionado el metanol como el mejor agente esterificante, se decidi6
evaluar el material de los componentes de molienda en la reaccion. Asi, cuando se
intercambiaron los componentes de agata por acero inoxidable, la enantiopureza
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del éster obtenido disminuyd ligeramente (eer)y1s = 98%), lo que tiene una
repercusion directa en la enantiopreferencia del sistema biocatalitico (E > 200 en
comparaciéon con E > 300). Por otro lado, cuando se evalué un reactor de Tefl6n®
con una bola del mismo material la enantiopureza del éster obtenido se mantuvo
sin cambios; sin embargo, se encontré una conversion quimica sustancialmente
menor (¢ = 15%) comparada con el uso de componentes de agata (c = 37%). Por
esta razon, se decidio continuar la optimizacién de esta desimetrizacion utilizando
bolas y un reactor de molienda minerales (agata).

Como ya se ha sefialado, el aditivo LAG desempeiia un papel fundamental en los
procesos de resolucion, por lo que se evaluaron diferentes aditivos en la
desimetrizacion del (+)-Ketorolaco asistida por LAG (Tabla 10).

Tabla 10. Optimizacién del aditivo LAG en el proceso de resolucion enzimatica del
(+)-Ketorolaco mediante activacion mecanica.

R N
OH oM
LQWO( — Ig T EQY °

MeOH, LAG o]
rac-15 25 Hz, 90 min o (R)-16
& R= %)b
(S)-15 (R)-16 cd
ensayo? LAGP ee (%)° ee (%)° (%) Ee
1 CHsCN 58 >99 37 >300
2 dioxano 57 98 37 >100
3 2M2B 57 >99 37 >300
4 DIPE 89 67 57 15
5 MTBE 72 >99 42 >400

3Las reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 25 Hz por 1.5 h, asi como 10 equivalentes de
metanol. °Se emplearon 0.2 mL de cada disolvente como LAG. °Determinado después del proceso de purificacién usando
HPLC y empleando columna con fase estacionaria quiral. “Calculada empleando la Ecuacion 6. Calculada empleando la
Ecuacion 7. 2M2B = 2-metil-2-butanol. CH;CN = acetonitrilo. DIPE = éter diisopropilico. MTBE = éter metil ter-butilico.

Notablemente, cuando se emplearon aditivos LAG con alto punto de ebullicion
(dioxano y 2M2B) que podrian permanecer mas tiempo en el reactor de molienda
sin volatilizarse los resultados fueron similares respecto al uso de acetonitrilo,
manteniendo una buena pureza del enantibmero con actividad analgésica (ee(s)-15
> 57%) y con buena conversion (%c = 37, ensayos 1, 2 y 3, Tabla 10). No
obstante, cuando se utilizé éter metil ter-butilico (MTBE), un disolvente con bajo
punto de ebullicion (55 °C) respecto a los LAGs empleados anteriormente, la
pureza del enantiomero con actividad analgésica se incremento casi 25% respecto
al uso de acetonitrilo (ee(s)-15 = 72%). Asi mismo se incrementd sustancialmente la
conversion (c = 42%) y enantiopreferencia del proceso biocatalitico (E > 400). Ante
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estos resultados, se decidi6 mantener el uso de MTBE como agente LAG en la
reaccion de desimetrizacion de rac-15.

Finalmente, las cargas de catalizador y agente acilante fueron evaluadas en la
resolucidon mecanoenzimatica en donde se observé que un aumento en la cantidad
de N435 puede conducir a un mejor proceso de resolucién (ensayo 3, Tabla 11).
Por otro lado, al aumentar el nimero de equivalentes de agente esterificante, se
incrementd notablemente la conversién (c = 46%) y la enantiopreferencia de la
desimetrizacion (E > 500). En consecuencia, se decidi6 continuar con la
experimentacion empleando las condiciones optimizadas (cf. ensayo 9 de la Tabla
11).

Tabla 11. Optimizacién de la carga de catalizador y agente esterificante en el
proceso de resolucibn mecanoenzimatico de (x)-Ketorolaco

R_N
OH oM
\L/QY ___CAB \LQ ,,‘( 1%( e
o 0

MeOH, MTBE
rac-15 25 Hz, 90 min o (R)-16
& R= %)b
N435 Metanol (S)-15 (R)-16 ct
ensayo* (mg) (equiv.) ee (%) ee (%) (%) e
Evaluacion de la carga del catalizador
1 10 1 17 98 15 >100
2 20 1 60 >99 38 >300
3 30 1 72 >99 42 >400
4 40 1 76 98 44 >200
5 50 1 82 98 46 >200
Evaluacion de la carga de agente esterificante
6 30 5 68 >99 41 >400
7 30 7.5 73 >99 42 >400
8 30 10 72 >99 42 >400
9 30 12.5 83 >99 46 >500
10 30 15 78 >99 44 >400

aLas reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecanica a 25 Hz por 1.5 h, asi como 0.2 mL de TBME y 1
equivalente de metanol, a menos que se indique otro valor. "Determinado después del proceso de purificacién usando
HPLC con columna de fase estacionaria quiral. “Calculada empleando la Ecuacién 6. “Calculada empleando la Ecuacion 7.

Con el objetivo de comparar los parametros optimizados de la reaccion
mecanoenzimatica con un procedimiento similar en solucion, se llevaron a cabo
dos cinéticas de reaccién. La primera, bajo condiciones convencionales en
solucion usando MTBE vy agitacién a 45 °C (temperatura media operacional de
CALB) y la segunda mediante la técnica mecanoenzimatica optimizada (Figura
37).
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Figura 37. Resolucién cinética de (z)-Ketorolaco empleando a) Condiciones
convencionales de solucion y agitacion. b) Condiciones mecanoenzimaticas.

Como puede apreciarse en la Figura 37, la resolucién cinética en solucién
procedid con alta estereoselectividad respecto al enantiomero (R) del Ketorolaco.
Ademas, existié un punto maximo en el proceso que se alcanz6 después de una
hora de reaccion a 45 °C; en este punto, la conversion y enantiopreferencia
ascendieron hasta buenos valores (¢ = 41%, E > 300, respectivamente).
Lamentablemente, después de este punto, la enantiopureza del enantimero (S),
la conversion y la enantiopreferencia de la reaccion disminuyeron gradualmente.
La alta pureza enantiomérica del producto de configuraciéon (R) y la disminucion de
la forma (S) del Ketorolaco sugieren que existe un proceso reversible en donde el
producto de biocatalisis (éster) sufre un proceso hidrolitico que entorpece el
proceso de resolucién. En este contexto, el agua requerida para hidrolizar el éster
se puede encontrar facilmente en el medio de reaccibn como subproducto del
procedimiento resolutivo, o debido a la humedad del ambiente.

Por otro lado, el procedimiento mecanoenzimatico procedi6 de forma mas
homogénea, presentando una excelente enantiopreferencia por la forma (R) de
rac-15, y un aumento gradual en la enantiopureza del enantidmero con actividad
analgésica (S), asi como en la conversion y enantiopreferencia. Finalmente, la
reaccion alcanz6é un maximo de avance a los 90 minutos de reaccion presentando
un producto de biocatalisis enantiopuro (eer)1s > 99%), un acido libre
enantioenriquecido (ee(s)-15s = 83%), una conversion casi ideal (c = 46%) en un
proceso altamente enantiopreferente (E >> 500). Se demostr6 asi la superioridad
del proceso por activacidbn mecanica, respecto a la técnica en solucién.

De esta manera, las condiciones optimizadas que emplean activacion mecanica
condujeron a la obtencion del enantidmero (R) del Ketorolaco de forma
enantiopura, aunque solo se logré enantioenriquecer la enantiopureza del
enantiomero con actividad analgésica (S). No obstante, como se mencioné en la
introduccidn de este apartado, es posible emplear una estrategia analoga a traves
de la hidrolisis enantioselectiva de ésteres derivados del (+)-Ketorolaco, para llevar
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a cabo la separaciéon de la mezcla racémica (Figura 34). Se procedié entonces a
explorar esta metodologia como alternativa para incrementar la enantiopureza del
enantiomero (S) del Ketorolaco. Asi, se sintetizaron diferentes ésteres derivados
del (+)-Ketorolaco, empleando alcoholes alifaticos de cadena corta, con buenos
rendimientos (58%-85%, Esquema 19).

' Rdto.
! rac-16, R, = -CHj4 85%

Ry~ N OH 3eq.R,—OH Ri N O._ ' rac-17, Ry = -CH,-CH, 78%
| — W, R2 | rac-18, R, = -CH,-CH,-CHs 62%
o 0'1b2?1£§;LSA o ! rac-19, Ry = -CH,-CH,-CH,-CHs 58%
rac-15 120°C rac-16-20 ' rac-20, Ry = -CH,-CH,-CH,-CH-CH-CH;  63%
o Monowave 50 :

Esquema 19. Sintesis de ésteres racémicos derivados del (+)-Ketorolaco.

Los derivados rac-16 a rac-20, fueron entonces hidrolizados empleando las
condiciones O6ptimas que se habian establecido para la desimetrizacion por
esterificacidbn enantioselectiva, aunque omitiendo el uso de agente esterificante y
afiadiendo 1 equivalente de agua (Esquema 20). De la misma forma que para la
esterificacion enantioselectiva, las mezclas de reaccion fueron analizadas por
HPLC con columna de fase estacionaria quiral, excepto por el éster metilico, como
se indic6 en la seccion previa.

R4 N R4 N R1 N
O. CALB P ON OH
| / Rpb————> | )7 " R F T\\/QY

o) 1 eq. H20, MTBE 0 (¢}
rac-16-20 25 Hz, 90 min

0 &S
R, =‘2L)J\©

Esquema 20. Resolucion mecanoenzimatica de ésteres derivados del ()-
Ketorolaco, mediante hidrélisis enantioselectiva.

(S)-16-20 (R)-15

Como se habia anticipado, por los resultados obtenidos durante la desimetrizacion
del (x)-Ketorolaco por esterificacion enantioselectiva donde se obtenia de forma
enantiopura la forma (R) que no es activa desde el punto de vista analgésico,
CALB presentdé una mayor preferencia para hidrolizar el enantiomero (R) de los
ésteres derivados de rac-15. Sin embargo, el grado de enantiopreferencia del
sistema hidrolitico depende de la longitud de la cadena hidrocarbonada del éster
(Figura 38).
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Figura 38. Enantioenriquecimiento del enantidmero (S) del Ketorolaco por efecto
del tamafio de la cadena hidrocarbonada del éster.

Fue también posible evaluar la dependencia que existe entre la eficiencia de la
reaccion de desimetrizacion y la longitud de la cadena hidrocarbonada del éster,
obteniéndose el maximo enantioenriquecimiento (ees) = 45%) cuando se resuelve
el éster n-propilico del Ketorolaco (rac-18, Figura 38). Sin embargo, con cadenas
de mayor tamafio se observé una reduccion en la enantioselectividad de la
hidrolisis, posiblemente debido a interacciones no favorables entre la cadena
hidrocarbonada y el sitio activo de la enzima.®

Finalmente se explord también la dependencia de la reaccion por el aditivo LAG, el
material de los componentes de molienda, la carga de agente de resolucion y la
carga enzimatica en el proceso de resolucibn mediado por esterificacion
enantioselectiva (Tabla 12).

A diferencia del proceso de esterificacion, se encontré que el mejor aditivo LAG
fue el 2M2B, un disolvente verde empleado con anterioridad en el proceso de
desimetrizacion de B-aminoésteres (capitulo | en esta tesis).

Asi mismo, es de interés notar que la reaccion depende de la cantidad de agua
presente en el proceso. Efectivamente, cuando se incrementd 6 veces la cantidad
de agua empleada en el proceso se alcanz6 la maxima pureza enantiomérica para
la forma (S) del éster derivado del Ketorolaco (ee(s)-18 = 85%). Por ultimo, la carga
de catalizador no tuvo un efecto significativo en el proceso de desimetrizacion,
alcanzando un excelente valor cuando se emplearon 30 mg de N435 (Tabla 12).
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Tabla 12. Optimizacion de parametros en la reaccibn mecanoenzimatica de
hidrdlisis enantioselectiva.

" | N/ O‘Rz —oms , | N/ “Ir Or, + " | N/ or
o) 1 eq. H20, LAG o o
rac-18 25 Hz, 90 min (S)-18 (R)-15
0 o)
Ry = QK@ Ry = -CHy-CH,-CHj
Material d
ensayor Lt de il WD eber et 0o
molienda '
Evaluacion del aditivo LAG

1 DIPE Agata 1 30 45 >99 31  >300
2 2M2B Agata 1 30 75 >99 43 >400
3 Dioxano Agata 1 30 20 94 18  >300
4 CH3CN Agata 1 30 26 94 22 >400
5 MTBE Agata 1 30 45 >09 31  >300

Evaluacion del material de los componentes de molienda
6 2M2B Agata 1 30 75 >99 43 >400
7 2M2B Ac. Inox. 1 30 74 >99 43 >400
8 2M2B Teflon® 1 30 72 >99 42 >400

Evaluacién de la carga de H20
9 2M2B Agata 0.5 30 71 >99 42 >400
10 2M2B Agata 1 30 75 >99 43 >400
11 2M2B Agata 1.5 30 77 >99 44 >400
12 2M2B Agata 3 30 80 >99 45  >400
13 2M2B Agata 6 30 85 >99 46  >500
14 2M2B Agata 10 30 86 >99 46 >500
Evaluacion de la carga del catalizador

15 2M2B Agata 6 20 83 >99 46 >500
16 2M2B Agata 6 30 85 >99 46  >500
17 2M2B Agata 6 40 84 >99 46  >500
18 2M2B Agata 6 50 87 >99 47  >500

aLas reacciones se llevaron a cabo empleando activacion mecénica a 25 Hz por 1.5 h, asi como 0.2 mL de LAG, 1 equiv.
De agua y 30 mg de N435, a menos que se indique otro valor. °Se emplearon 0.2 mL de LAG. °Determinado después del
proceso de purificacion usando HPLC con columna con fase estacionaria quiral. “Calculada empleando la Ecuacion 6.
eCalculada empleando la Ecuacién 7. DIPE = Eter diisopropilico. 2M2B = 2-metil-2-butanol. CHsCN = Acetonitrilo. MTBE =
Eter metil ter-butilico.

Finalmente, se llevé a cabo la cinética de resolucién empleando las condiciones
Optimas encontradas para la desimetrizaciéon mediada por activacién mecanicay el
sustrato rac-18, asi como bajo condiciones convencionales de calentamiento (45
°C) y agitacion (Figura 39).
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Figura 39. Resolucion cinética de rac-18 empleando a) Condiciones
convencionales de solucion y agitacion y b) Condiciones mecanoenzimaticas.

La resolucion via hidrélisis enantioselectiva empleando condiciones
convencionales de agitacion y temperatura, procediéo gradualmente alcanzando
una maxima conversion a los 90 minutos de reaccion (Figura 39a). Asi mismo se
alcanzaron excelentes valores de enantiopureza para el enantiomero (R) del
Ketorolaco (eer)15s > 99%) asi como para el éster recuperado (S)-18 (ee(s)1s =
86%), con una buena conversion (c = 46%) y enantiopreferencia (E > 500).
Sorprendentemente, la cinética de resolucion mediante activacion mecanica
procedié en la mitad de tiempo (45 min) obteniéndose valores similares en cuanto
a estereoselectividad (eer)-15 > 99%, ee(s)1s = 85%, ¢ = 46%, E >> 500). Estos
resultados muestran la superioridad en términos de tiempo de la técnica
mecanoenzimatica respecto a las técnicas en solucion.

Al comparar las dos técnicas mecanoenzimaticas que se muestran en las Figuras
37b y Figura 39b, es posible confirmar la eficiencia de ambas estrategias para
separar de forma enantioenriquecida tanto al producto enantiomérico modificado
como el sustrato enantiomérico recuperado. La conversion y la enantiopreferencia
son similares para ambas técnicas (¢ = 46%, E >> 500).

Una vez establecidas las condiciones mecanoenzimaticas Optimas para la
esterificacién enantioselectiva (EE) y la hidrdlisis enantioselectiva (HE) se llevé a
cabo la determinacion de la relacion enantiomérica de los productos a diferentes
temperaturas (35-55 °C) para obtener el valor de AAG* empleando la Ecuacion 8.

L A6 o
nk =—0-¢ (8)
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Finalmente, con los resultados de las determinaciones experimentales (ver parte
experimental) se pudo obtener de forma grafica los siguientes valores para cada
proceso resolutivo.

AAGE; = 1.44 kcal mol™t

y
AAGFE = 1.06 kcal mol™?

Se puede apreciar que existe una mayor diferencia en energias de activacion para
los estados de transicion diastereoméricos cuando se lleva a cabo el proceso de
esterificacién enantioselectiva.

6.3 Medicibn de EA en la resolucibn mecanoenzimatica de ()-
Ketorolaco considerando ambas estrategias resolutivas.

Para el calculo de Ila economia atdbmica EA en ambas estrategias
mecanoenzimaticas se emplearon las consideraciones previamente descritas, es
decir, considerando a ambos enantiomeros al final del proceso de resolucion como
productos de reaccion. Debe destacarse que el calculo del factor-E no se llevo a
cabo debido a que no fueron purificaron los productos de reaccion. Por tanto, la
Ecuacibn 1 para el proceso optimizado de resolucion via esterificacion
enantioselectiva puede escribirse con la ayuda del Esquema 21.

LQY —CALB__, 19( IQYOME
(0]

12.5 eq. MeOH, MTBE 0]

rac-15 25 Hz, 90 min (R)-16

PM = 255.09 g/mol & PM = 255 09 g/mol PM =269.10 g/mol

o PMyeon = 32.02 g/mol
R= H)K@ PMpyrge = 88.15 g/mol

Esquema 21. Datos necesarios para el célculo de la EA para la desimetrizacion
por esterificacion enantioselectiva.

255.09-9_ 4+ 269.10-L.

l mol

EA = g g
255.09 l+25509 l+3202 mol T 8815m

* 100 ~ 83%

ol

104



Por otro lado, para la desimetrizacion por hidrélisis enantioselectiva, la Ecuaciéon 1
se escribid siguiendo lo establecido en capitulos anteriores; es decir, considerando
a ambos enantiomeros como productos del proceso de desimetrizacién. Asi, con
la ayuda del Esquema 22 puede encontrarse el valor de EA para el proceso de
esterificacion enantioselectiva.

RiseN N OoH
» Og, __ CAB \L; ’( R, \E%( + HO_~_

0 6 eq. H,0, 2M2B [e]
rac-18 25 Hz, 90 min (R)}-15
PM =297.13 g/mol PM = 297 13 g/mol PM = 255.09 g/mol PM =60.05 g/mol

°} PMoyog = 88.15 g/mol

"0

R, = -CH,-CH,-CHj

Esquema 22. Datos necesarios para el calculo de la EA en la desimetrizacion por
esterificacion enantioselectiva.

297.13 gl+25509 gl
EA = i 3 mo g~ * 100 ~ 81%
2971325+ 297.13 - 1 88.15 L

6.4 Conclusiones

Se disefid una metodologia dual para la resolucién de (z)-Ketorolaco a través de
dos estrategias enzimaticas resolutivas que consistieron en: (1) la esterificacion
enantioselectiva del grupo carboxilico presente en el principio activo, y (2) la
hidrélisis enantioselectiva de los ésteres derivados del (+)-Ketorolaco. Ambas
estrategias fueron realizadas mediante técnicas mecanoenzimaticas con una
elevada enantioselectividad: eer) > 99% y ee(s) > 83%. La conversion quimica y la
enantiopreferencia fueron similares: ¢ = 46%, E >> 500. Al comparar los
resultados de los procesos mecanoenzimaticos con los procesos realizados en
soluciébn se constata la superioridad de las técnicas mecanoenziméaticas al
reducirse el tiempo de reaccién en un 50% y permitiendo la obtencion de los dos
eutomeros altamente enantioenriquecidos.
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7 Conclusiones generales

Como se ha descrito a lo largo de este trabajo de tesis la quimica verde o quimica
sustentable es de gran relevancia tanto en ambitos industriales como académicos
para llevar a cabo reacciones mas limpias, evitando el uso de sustancias
peligrosas y la generacion de residuos toxicos para los seres vivos y para el medio
ambiente.

El objetivo principal del trabajo experimental que se describe en los capitulos I, I,
lll'y IV de esta tesis consistio en el desarrollo de técnicas que permitieran la
separacion de mezclas racémicas a traveés de estrategias empleando activacion
mecanica en conjunto con procesos biocataliticos. La combinacién de estas
técnicas disminuye el uso de disolventes, incrementa la eficiencia energética de la
transformacién y permite la aplicacion de energias limpias no convencionales. Asi
mismo, estas tacticas emplean componentes renovables y biodegradables, hacen
uso del acervo de quiralidad natural, disminuyen el tiempo de reaccidn respecto a
las técnicas en solucion, y conducen a procesos con alta estereoselectividad.

El estudio del efecto de la fuerza mecénica sobre la actividad y estabilidad del
biocatalizador (capitulo Ill) resulto contraintuitivo con respecto a los escenarios
establecidos a priori y dio lugar a nuevos paradigmas. En particular, se encontré
un incremento sustancial en la actividad del catalizador después del proceso de
molienda sin pérdida de enantioselectividad. El incremento en actividad del
biocatalizador se adscribié a la superacion de un efecto difusional que permite el
acceso del sustrato hasta la ubicacion de la enzima dentro del soporte. Esta
barrera se elimina después del proceso de molienda. Finalmente, se comprobo la
estabilidad del biocatalizador después del proceso de activacibn mecénica al
moler exhaustivamente a N435 y llevar a cabo cinéticas de reaccion gue no
mostraron cambio aparente de actividad enzimatica, corroborando la estabilidad
de CALB durante el proceso de activacion mecéanica. La certeza de la estabilidad
del biocatalizador durante el proceso mecanoquimico fue el detonante para el
desarrollo de un protocolo resolutivo enfocado a la obtenciébn de un principio
farmacéutico cuyas formas enantioméricas tienen efectos biolégicos diferentes. En
particular, se logro la separacién de las dos formas enantioméricas del Ketorolaco,
con excelentes resultados en contraste con metodologias similares en solucion.

Finalmente, aunque la experimentacion mostrada en este trabajo ha explorado
algunos escenarios concernientes al uso de la fuerza mecénica en conjunto con
procesos biocataliticos, la versatilidad de ambas técnicas abre la posibilidad al
desarrollo de procesos aun mas interesantes y valiosos que podrian converger en
la generacién de metodologias sintéticas con suficiente potencial para sustituir a
las ya existentes o ayudar al desarrollo en conjunto de protocolos en sintesis
organica, incrementando asi el interés por el estudio y desarrollo de tacticas
basadas en la activacion mecanica.
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8 Parte experimental

8.1 Informacion general

Todos los materiales necesarios para llevar a cabo la sintesis, separacion,
aislamiento y purificacibn de los compuestos sintetizados fueron previamente
lavados y secados en una estufa a 100°C.

Todos los reactivos comerciales fueron utilizados sin purificacion previa y fueron
adquiridos de la empresa Sigma-Aldrich (Merck). Los disolventes usados para
llevar a cabo las reacciones, extraccion y purificacion de los compuestos fueron
adquiridos con pureza grado reactivo. Los espectros de resonancia magnética
nuclear de 'H y 3C fueron adquiridos en los equipos Bruker DP300 (300MHz) y
Bruker 400 Advance Ill HD (400MHz), utilizando disolventes deuterados como
CDCIs, D20, CD30D. Los espectros de masas de alta resolucion se adquirieron en
un equipo HPLC 1100 acoplado a MSDTOF Agilent Series HR-MSTOF modelo
1969 A.

Los cromatogramas fueron obtenidos en un equipo Dionex HPLC Ultimate 3000
con un detector de UV/VIS con arreglo de diodos a 210 nm y 254 nm, empleando
columnas con fase estacionaria quiral de la marca Chiralpak. La columna
especifica, condiciones y tiempo de elucion se muestran en el anexo de este
trabajo de tesis.

Las reacciones mediadas por activacion mecanica se llevaron a cabo en un equipo
de la marca Retsch, modelo MixerMill MM200. Los contenedores de reaccion y las
bolas de molienda fueron adquiridos directamente de la empresa Retsch. La
actividad enzimética fue analizada en un equipo Biotek Synergy H4 Hybrid Reader
a 405nm.

CALB libre (Lypozyme) y N435 (Novozym 435®, 10000 Ul/g) fueron adquiridas de
la empresa Novozymes.

8.1.1 Desarrollo matematico para obtener las ecuaciones que
describen el grado de conversién (c) y enantiopreferencia (E) de
las resoluciones empleando resolucion cinética.

Una resolucion cinética puede definirse como un proceso en el cual uno de los
enantiomeros que constituyen la mezcla racémica se transforma con mayor
rapidez que el otro enantiomero.’? Se desarrollan asi las siguientes ecuaciones:
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\
¢ [S)s + [P1*

La velocidad con la que cada enantidmero es biocatalizado desde su origen en la
mezcla racémica hasta el producto de interés esta determinado por la constante
de velocidad ks o kr. Para que un proceso sea altamente enantioselectivo debe
cumplirse que la velocidad de transformacion de un enantidmero sea muy superior
respecto al otro enantiomero, es decir ks>> kr 0 viceversa.l? A la relacion que
existe entre las constantes de velocidad de una reaccion se le denomina factor de
estereoselectividad y se expresa de la siguiente forma:

[S]s + [R];

" ks

En el presente trabajo, se ha denominado al factor de estereoselectividad como
enantiopreferencia (E).1

Durante el desarrollo experimental, la evaluacién de las constantes de velocidad
para cada enantiomero es compleja; no obstante, se puede hacer uso del algebra
y de ecuaciones definidas asociadas con exceso enantiomérico para encontrar
una expresion que permita calcular E a partir de datos experimentales

El exceso enantiomérico (ee) se determina con base en a las cantidades de
ambas formas enantioméricas (S, R) de un sustrato a un tiempo determinado t, de
forma tal que:

110



Por otro lado, la conversion puede expresarse como 0 < ¢ < 1, de forma tal que, si
la conversion describe la disminucion ideal de uno de los enantiomeros en una
resolucion cinética, es posible establecer que a un tiempo determinado t:

[R]+[S]=1-c

Esta expresion de c es util para la determinacion de E; asi al despejar [R] y [S] se
tiene:

[R] = (1 —¢) = [S]
[S]=(1—-0¢)+[R]

Al sustituir la ecuacion que define el exceso enantiomérico con las aproximaciones
anteriores se tiene que:

oo — [ST=[R] [S1-((A—-o)—[SD) 2[S]-(1-¢)
O [S]+[R] 1—c¢ B 1-¢

Con el objetivo de encontrar una ecuacion que permita calcular la cantidad de [S]
se tiene que:

2[S]=(1—-¢c)+ (1 —c)ee
Finalmente:

_(Q+ee)(1-c)
B 2

[S]

Un analisis similar para [R] resulta en:

(1—-ee)(1—-0)
2

[R] =
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Cuando se tiene un caso en donde la resolucion se describe a través de
ecuaciones de pseudo-primer orden respecto de [R] y [S] se tiene que:

d[R d[S
M kntr1 y T = il

Al separar los componentes de cada ecuacion e integrar desde [R]o 0 [S]o hasta
[R] 0 [S] y de to hasta t, se tiene que:

IR] 151
o _ MR _ s,
-0 7 7 (to—1)

De esta forma, al sustituir en la ecuacion de la enantiopreferencia se tiene que:

IR]
gt _ MR
kes lnﬂ

[STo

Sin embargo:
1
[R]o = [S]o = E
Entonces:
In2[R
o _ n2IR]
In2[S]

Finalmente, al hacer uso de las ecuaciones que describen a [R] y [S] respecto a la

conversion, se tiene que:

1—ee)(1—
_In2[r] 2 (( ee%( C)) In(l-ee)(1-0)
E = In2[S] In2 ((1 + ee%(l — c)) " In(1+ee)(1-c)
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8.2 Parte experimental del Capitulo |
Procedimiento general para la sintesis de f-aminoésteres N-bencilados

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se colocaron 7.86 g de trifenilfosfina
(0.03 mmol) y 100 mL de tolueno grado reactivo. A esta solucion se agregoé
bromoacetato de metilo (5.01 g, 0.03 mmol) y la mezcla de reaccion se agité toda
la noche a temperatura ambiente. El sélido obtenido fue filtrado y resuspendido en
agua, el pH se ajusté a 9 usando KOH (2 M, fenolftaleina como indicador). Una
vez basificada la reaccion, se llevé a cabo un proceso de extraccion empleando
CH2Cl2 (150 mL x 2). Las fracciones organicas se combinaron antes de ser
secadas con Na2SOs4 anhidro y concentradas para obtener 9.3 g (93%
rendimiento) de un sdlido blanco correspondiente al compuesto 3. El intermediario
3 (10.02 g, 0.03 mmol) fue colocado en un matraz de fondo redondo de 250 mL y
fue disuelto en THF anhidro con la ayuda de una barra de agitacion magnética. La
solucion resultante se tratd con el aldehido correspondiente (0.03 mmol) para la
sintesis de cada p-aminoéster. Se removieron las sales del crudo de reaccion por
filtracion y se evaporé el THF para purificar el producto crudo obtenido empleando
una mezcla de hexano:acetato de etilo (9:1) como fase mévil y silica gel como fase
estacionaria. De esta forma fue posible obtener los acrilatos 4a-f en buenos
rendimientos.

El acrilato correspondiente (0.03 mmol) se colocé en un matraz de fondo redondo
de 25 mL y se traté con nitrato de bismuto pentahidratado (0.8 g). La mezcla de
reaccion se agitdé por 5 min a 0°C y posteriormente se adicion6 bencilamina (0.03
mmol). La reaccién se agité toda la noche para obtener un producto oleoso del
qgue fueron retiradas las sales por filtracion usando CH2Cl2 (25 mL x 2). La fase
organica se lavé con salmuera, se secd con Na2SOs4 anhidro y se purificd
empleando hexano:acetato de etilo (95:5) como fase movil y silica gel como fase
estacionaria para obtener el B-aminoéster correspondiente (rac-6a-f).

Bn\NH o rac-6a%: liquido ambar, 63% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado

)\)J\OMG para [Ci12H1sNO2]* 208.1332, encontrado 208.1331 (error 0.48
ppm, 0.0004%). RMN de 'H (300 MHz, CDClz): & 7.32 (d, J =
4.2 Hz, 4H), 7.26 (m, 1H), 3.79 (q, J = 12.3 Hz, 2H), 3.67 (s,
3H), 3.16 (m, J = 6.3 Hz, 1H), 2.51 (dd, J = 6.9, 15.3, 1H), 2.39 (dd, J = 6, 15, 1H),
1.83 (br s, 1H), 1.43 (d, J = 6.3 Hz, 3H). RMN de 3C{*H} (75 MHz, CDCl3): &

20.58, 415, 49.8, 51.3, 51.7,127.1, 128.3, 128.6, 140.4, 173.0.

rac-6a
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Bn. rac-6b#: liquido &mbar, 67% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado

NH O

\)\)}\ para [Ci13H20NO2]* 222.1499, encontrado 222.1489 (error 4.5
OMe

rac-6b

ppm, 0.0004%). RMN de 'H (300MHZ, CDClz): & 7.32 (m, 5H),
3.78 (s, 2H), 3.67 (s, 3H), 2.97 (quint, J = 6 Hz, 1H), 2.46 (m,

2H), 1.53 (m, 2H) + (br, 1H), 0.92 (t, J = 7.2 Hz, 3H). RMN de 3C{!H} (75 MHz,
CDCls): & 10.0, 26.9, 38.8, 51.0, 51.6, 55.6, 127.0, 128.3, 128.5, 140.7, 173.2.

rac-6¢

rac-6¢° liguido éambar, 57% Rdto. MS-TOF: [M+1]*
calculado para [CisH22NO2]* 236.1656, encontrado
236.1647 (error 3.8 ppm, 0.0003%). RMN de *H (300 MHz,
CDCls): & 7.27 (m, 5H), 3.78 (s, 2H), 3.67 (s, 3H), 3.03

(quint, J = 6.3 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 1.43 (m, 4H) + (br, 1H), 0.91 (t, J =
6.9 Hz, 3H). RMN de 3C{IH} (75 MHz, CDCla): & 14.3, 19.1, 36.7, 39.2, 51.1, 51.6,
54.1,127.0, 128.2, 128.5, 140.7, 173.2.

Bn
SNH O

rac-6d: liquido &mbar, 79% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

\/\)\)}\ calculado para [CisH24NO2]* 250.1812, encontrado
OMe

rac-6d

250.1803 (error 3.6 ppm, 0.0004%). RMN de H (300

MHz, CDCls): & 7.28 (m, 5H), 3.78 (s, 2H), 3.67 (s, 3H),

3.01 (quint, J = 6.3 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 1.42 (m, 6H) + (br, 1H), 0.89
(t, J = 6.6 Hz, 3H). RMN de 3C{lH} (75 MHz, CDCl): & 14.2, 22.9, 28.0, 34.2,
39.2,51.1, 51.7, 54.4, 127.0, 128.3, 128.5, 140.7, 173.2.

rac-6e: liguido ambar, 60% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

/\/\)\)J\ calculado para [Ci6H26NO2]* 264.1969, encontrado
OMe

264.1956 (error 4.9 ppm, 0.0005%). RMN de 'H (300

MHz, CDClz): & 7.27 (m, 5H), 3.78 (s, 2H), 3.67 (s,
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3H), 3.02 (quint, J = 6 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 6 Hz, 2H), 1.46 (m, 8H) + (br, 1H), 0.89
(t, J = 6 Hz, 3H). RMN de 3C{IH} (75 MHz, CDCls): & 14.1, 22.7, 25.5, 32.0, 34.4,
39.2, 51.1, 51.6, 54.3, 127.0, 128.2, 128.5, 140.7, 173.2.

Bn\NH o rac-6f: liquido a&mbar, 50% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

M calculado para [C17H28NO2]* 278.2125, encontrado
OMe

278.1156 (error 348.3 ppm, 0.034%). RMN de H

rac-6f

(300 MHz, CDCl3): & 7.26 (m, 5H), 3.78 (s, 2H),
3.67 (s, 3H), 3.01 (quint, J = 6 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 1.46 (m, 10H) +
(br, 1H), 0.88 (t, J = 5.7 Hz, 3H). RMN de 3C{*H} (75 MHz, CDCl3): d 14.2, 22.7,
25.8, 29.5, 31.9, 34.5, 39.2,51.1, 51.6, 54.4, 127.0, 128.3, 128.5, 140.7, 173.2.

Bn\NH o rac-6g®: liquido ambar. MS-TOF: [M+1]* calculado para

[C17H20NO2]* 270.1499, encontrado 270.1501 (error 0.74
ppm, 0.00007%). RMN de H (400MHz, CDClz): & 7.39-7.25
rac-6g (m, 10H), 4.15 (dd, J = 5.2, 8.6 Hz, 1H), 3.71-3.55 (m, 5H),

OMe

2.77 (dd, J = 8.8, 15.6 Hz, 1H), 2.55 (dd, J = 5.2, 15.6 Hz, 1H). RMN de 13C{iH}
(100 MHz, CDCls): & 42.8, 51.3, 58.8, 65.3, 126.9, 127.1, 127.5, 128.1, 128.3,
128.6, 140.2, 142.4, 172.2.

Bn\NH o rac-6h’: liquido ambar. 50% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

calculado para [CisH22NOs]* 300.1605, encontrado
300.1601 (error 1.3 ppm, 0.0001%). RMN de 'H (300
MeO rac-6h MHz, CDCls): & 7.33-7.23 (m, 7H), 6.85 (d, J = 9 Hz,

OMe

2H), 4.06 (g, J = 5.4 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.67-3.50 (m, 5H), 2.76-2.57 (m, 2H),
1.97 (br s, 1H). RMN de 3C{lH} (75 MHz, CDCl3): & 43.1, 51.4, 51.8, 55.4, 58.2,
114.1, 127.0, 128.3, 128.5, 134.6, 140.4, 159.0, 172.6.
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Bn\NH o rac-6i% liquido ambar. MS-TOF:. [M+1]* calculado para
[C15H24NO2]* 250.1813, encontrado 250.1812 (error 0.4 ppm,

WOM‘& 0.00004%). RMN de H (400 MHz, CDCls): & 7.32-7.23 (m,
rac-6i 5H), 3.90-3.68 (m, 5H), 2.80 (q, J = 4.2 Hz, 1H), 2.57 (dd, J =

4.2, 14.7 Hz, 1H), 2.29 (dd, J = 8.4, 14.7 Hz, 1H), 1.29 (br s, 1H), 0.92 (s, 9H).
RMN de 13C{tH} (100 MHz, CDCls): & 26.7, 35.6, 37.0, 51.8, 54.3, 64.1, 127.0,
128.4, 141.2, 174.3.

Procedimiento general para la sintesis de p-aminoacidos N-bencilados

En un matraz de fondo redondo de 50 mL conteniendo agua (10 mL) se agregé el
B-aminoéster N-bencilado correspondiente (0.01 mmol) y NaOH (1 equiv.). La
mezcla de reaccion se calenté a reflujo por 4 horas y al finalizar el tiempo de
reaccion, el crudo fue neutralizado y el agua se evapord a presion reducida. El
producto se lavo con CH2Cl2 (15 mL x 2), se filtr0 y se decantdé con MeOH para
obtener un polvo blanco correspondiente al -aminoacido N-bencilado (rac-7a-i).

Bn\NH o rac-7a®: polvo blanco. 86% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado para

M [C11H16NO2]* 194.1186, encontrado 194.1175 (error 5.7 ppm,
OH 0.0006%). RMN de 'H (400MHz, D20): & 7.42 (s, 5H), 4.18 (q, J
= 16.8 Hz, 2H), 3.52 (m, J = 6.4 Hz, 1H), 3.28 (br s, 1H), 2.59
(dd, J = 4.8, 13 Hz, 1H), 2.54 (dd, J = 4.5, 12.8 Hz, 1H), 1.32 (d, J = 6.4 Hz, 3H).
RMN de 3C{*H} (100 MHz, D20): & 15.9, 38.2, 48.1, 51.2, 129.3, 129.6, 130.9,

176.4.

rac-7Ta

Bn\NH o rac-7b8: polvo blanco. 89% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado

M para [Ci2H1sNO2]* 208.1343, encontrado 208.1331 (error 4.3
OH
ppm, 0.0004%). RMN de H (400 MHz, D20): & 7.40 (s, 5H),

rac-7b

417 (g, J = 9, 1 Hz, 2H), 3.31 (m, 1H), 2.56 (dd, J = 3.6, 12.9
Hz, 1H), 2.40 (dd, J = 5.4, 12.7 Hz, 1H), 1.78 (m, 1H), 1.59 (m, 1H), 0.88 (t, J =
7.6Hz, 3H). RMN de 3C{lH} (100 MHz, D-0): & 8.8, 23.3, 35.3, 47.9, 56.7, 129.3,
129.5, 131.2, 178.2.
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Bn._ rac-7¢8: polvo blanco. 97% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado

NH O

/\)\)}\ para [C13H20NO2]* 222.1499, encontrado 222.1488 (error 5
OH

rac-7c

ppm, 0.0005%). RMN de 'H (400 MHz, D20): d 7.40 (s, 5H),

4.18 (g, J = 10.2 Hz, 2H), 3.55 (m, 1H), 2.56 (dd, J = 3.6,
12.6 Hz, 1H), 2.40 (dd, J = 5.7, 12.6 Hz, 1H), 1.70 (m, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.30 (m,
2H), 0.83 (t, J = 5.7Hz, 3H). RMN de 13C{!H} (100 MHz, D20): & 12.9, 18.0, 32.3,
35.9, 47.8, 55.1, 129.3, 129.4, 129.5, 131.4, 178.3.

Bn
SNH O

oA,

rac-7d

rac-7d% polvo blanco. 84% Rdto. MS-TOF: [M+1]*
calculado para [CisH22NO2]* 236.1656, encontrado
236.1644 (error 5.0 ppm, 0.0005%). RMN de 'H (400MHz,
D20): 8 7.26 (s, 5H), 4.0 (t, J = 10.2 Hz, 2H), 3.32 (m, 1H),

2.68 (dd, J = 4.8, 17.8 Hz, 1H), 2.28 (dd, J = 6.8, 18 Hz, 1H), 1.60 (m, 1H), 1.47
(m, 1H), 1.08 (m, 4H), 0.63 (t, J = 6.4 Hz, 3H). RMN de 3C{*H} (100 MHz, D20): &
12.9, 21.4, 26.4, 29.5, 34.0, 48.5, 54.1, 129.1, 129.5, 129.7, 130.3, 137.9.

Bn
SNH O

rac-7e: polvo blanco. 80% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

/\/\)\)}\ calculado para [CisH24NO2]* 250.1812, encontrado
OH

rac-Te

250.1803 (error 3.6 ppm, 0.0004%). RMN de H (400

MHz, D20): & 7.25 (s, 5H), 4.03 (s, 2H), 3.32 (m, 1H),

2.67 (dd, J = 4.8, 18 Hz, 1H), 2.28 (dd, J = 6.8, 17.6 Hz, 1H), 1.58 (m, 1H), 1.46
(m, 1H), 1.03 (m, 6H), 0.60 (t, J = 6.4 Hz, 3H). RMN de 3C{1H} (100 MHz, D20): &
13.0, 21.4, 23.9, 29.7, 30.3, 34.0, 48.5, 54.1, 129.1, 129.5, 129.7, 130.2, 137.9.

Bn

rac-Tf

rac-7f: polvo blanco. 83% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

M calculado para [CisH26NO2]* 264.1969, encontrado
OH

264.2005 (error 13.63 ppm, 0.0014%). RMN de H

(400MHz, D20): & 7.36 (s, 5H), 4.18 (s, 2H), 3.41 (m,

1H), 2.76 (dd, J = 4.8, 17.8 Hz, 1H), 2.67 (dd, J = 6.8, 17.6 Hz, 1H), 1.69 (m, 1H),
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1.56 (m, 1H), 1.16 (m, 8H), 0.72 (t, J = 6 Hz, 3H). RMN de 3C{'H} (100 MHz,
D20): & 13.2, 21.7, 24.2, 27.8, 29.7, 30.6, 34.1, 48.6, 54.0, 129.2, 129.7, 129.8,
130.3, 174.0.

Bn rac-7g®: polvo blanco. 80% Rdto. RMN de *H (CDsOD, gotas
NH4OH, 200 MHz): & 7.42-7.22 (m, 10H), 4.95 (dd, J = 4.4,
10.4, 1H), 3.33 (s, 2H), 2.63 (dd, J = 10.4, 16.8, 1H), 2.48
rac-7g (dd, J = 4.4, 17.2, 1H). RMN de 3C{!H} (CDsOD, gotas

OH

NHsOH, 50 MHz): & 45.3, 50.9, 60.3, 126.6, 126.9, 127.3, 128.0, 128.1, 139.3,
142.6, 178.3.

Bn\NH o rac-7h: polvo blanco. 54% Rdto. RMN de 'H (CD3OD,

400 MHz): & 7.26 (d, J = 9.6 Hz, 7H), 7.04 (d, J = 8 Hz,
2H), 4.45 (dd, J = 3.2, 10.2 Hz 1H), 2.76 (dd, J = 4.8,
MeO rac-7h 17.8 Hz, 1H), 4.00 (dd, J = 13.2, 25.2 Hz, 2H), 3.85 (s,

OH

3H), 2.86 (dd, J = 10.8, 16.6 Hz, 1H), 2.65 (dd, J = 3.6, 16.8 Hz, 2H). RMN de
13C{IH} (CD3OD, 100 MHz): & 38.5, 48.1, 54.4, 59.3, 14.4, 126.4, 128.9, 128.9,
129.0, 129.1, 131.8, 160.7, 176.0.

rac-7i%: polvo blanco. 88% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado

Bn
NH O para [C1aH22NO2]* 236.1656, encontrado 236.1638 (error 7.6
WOH ppm, 0.0008%). RMN de H (400 MHz, D20) & 7.27 (s, 5H),
rac-Ti 4.28 (m, 1H), 4.04 (m, 1H), 3.14 (m, 1H), 2.69 (m, 1H), 2.53 (m,

1H), 0.75 (m, 9H). RMN de 3C{*H} (100 MHz, D20): & 24.6, 32.0, 33.3, 50.6, 62.6,
129.1, 129.8, 130.2, 174.3.
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Procedimiento general para la desimetrizacion mecanoenzimatica de f-
aminoésteres N-bencilados empleando CALB

En un recipiente de molienda de agata (12 mm de diametro, 4.6 mL de capacidad)
conteniendo una bola de agata (6 mm de didmetro, 480 mg de peso), 0 en un
recipiente de molienda de acero inoxidable (15 mm de diametro, 4.6 mL de
capacidad) conteniendo una bola de acero inoxidable (8 mm de diametro, 1.5 g de
peso), o en un recipiente de Teflon® (10 mm de didmetro, 6.5 mL de capacidad)
conteniendo una bola de Tefl6n® (8 mm de diametro, 1.2 g de peso), se colocé el
sustrato racémico a resolver (0.4 mmol) y N435 (40 mg), antes de adicionar el
aditivo LAG (0.2 mL), y agua (0.2 mmol, 3.6 uL). El reactor se cerrd y fue colocado
en un equipo Mixer Mill MM200 programado para conducir la reaccion a frecuencia
constante durante el periodo de tiempo requerido. Una vez que finalizo la reaccion,
se extrajo el contenido del reactor con MeOH (2 x 2.5 mL) y el producto crudo se
transfiri6 a un tubo Falcon de 50 mL. La suspension resultante se centrifugé a
3500 rpm por dos periodos de 5 minutos. El sobrenadante se recuper6 y se
concentr0 para su purificacion usando silica gel como fase estacionaria y
hexano:acetato de etilo (9:1) para la recuperacion del sustrato y MeOH:CH2Clz
(8:2) para recuperar el producto de biocatalisis.

8.3 Parte experimental del Capitulo Il

Procedimiento general para la sintesis de aminas quirales, aplicable para rac-8e y
rac-8f

Un en matraz de fondo redondo de 50 mL se colocé el aldehido correspondiente
(7 mmol) y formiato de amonio (0.07 mmol), antes de afiadir 25 mL de una mezcla
MeOH:H20 (9:1) y de agitar la reaccion. Después de comprobar la completa
disolucién de los componentes, se adicioné Pd/C (10%, 300 mg) y la reaccién se
agité toda la noche a temperatura ambiente empleando atmosfera de Hz. Al
finalizar el tiempo de reaccion, se removié el catalizador por filtracion sobre Celita
y la solucién filtrada se concentré y se purific6 empleando gel de silice como fase
estacionaria y una mezcla de hexano:acetato de etilo (8:2) como fase mdvil, para
obtener la amina deseada.

NH. rac-8e1%: aceite amarillo. 87% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado para
[CsH11C]* 119.0866, encontrado 119.0862 (error 3.36 ppm,
0.0003%). RMN de H (300 MHz, CDCl3): & = 7.38-7.25 (m, 5H),
rac-8¢ | 4.56 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 2.29 (br, 2H), 1.89-1.66 (m, 2H), 0.91 (t, J =
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7.2 Hz, 3H). RMN de 3C{H} (75 MHz, CDCI3): & 10.31, 31.98, 76.09, 126.14,
127.59, 128.50, 144.74.

NH,| rac-8f1°: sélido verdoso. 75% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado

para [C11H11C]* 155.0866, encontrado 155.0847 (error 12.25

OO ppm, 0.0012%). RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): & = 7.03-
rac-8f 6.98(m, 4H), 6.69-6.67 (m, 3H), 4.23 (q, J = 6.3,1H),1.44 (s,

1H), 0.76 (d, J = 6.6, 3H). RMN de 13C{IH} (75 MHz, CDCl3): & = 25.29, 70.64,
123.90, 125.95, 126.31, 127.84, 128.10, 128.45, 133.04, 133.45, 143.34.

Procedimiento para la sintesis de la amina racémica rac-8j

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocé 4-clorobenzofenona (10
mmol) y una mezcla de formamida y acido formico (2:1, 30 mL). La mezcla
resultante se calent6 a 100°C por 18 h. Una vez concluido el tiempo de reaccion,
el crudo se enfrid hasta temperatura ambiente y se tratdé con agua (30 mL). El
producto crudo se extrajo con CH2Cl2 (3 x 30 mL), se combinaron las fases
organicas y se lavaron con salmuera, se secaron con Na2SOs anhidro y se
concentraron para su purificacion empleando silica gel como fase estacionaria y
una mezcla de hexano:acetato de etilo (9:1) como fase mévil.

NH, rac-8j!': aceite amarillo. 94% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

calculado para [Ci2HoCIC]* 201.0466, encontrado

ol O O 201.0465 (error 0.49 ppm, 0.00005%). RMN de 'H (300
rac-8j MHz, CDCls): & = 7.37-7.25 (m, 9H), 5.19 (s, 1H), 1.89 (s,

2H). RMN de ¥C{*H} (75 MHz, CDCl3): d = 59.27, 126.93, 127.34, 128.42, 128.71,
128.74, 132.75, 144.11, 145.27.

Procedimiento general para la sintesis de las amidas quirales rac-8a y rac-8;.

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se colocé la amina correspondiente (2
mmol) y CH2Cl2 (10 mL). La mezcla de reaccion se agitd vigorosamente y se
colocdé en un bafio de hielo a 0°C. Posteriormente, se adicion6 gota a gota
anhidrido acético glacial (3.5 mmol) y la reacciébn se agitd toda la noche
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permitiéndole alcanzar la temperatura del ambiente. El producto crudo se sec6 a
presion reducida y se extrajo empleando acetato de etilo y solucion saturada de
carbonato de sodio. La fraccion organica se secO con Na2SOs anhidro, se
concentré a presion reducida y se purific6 empleando gel de silice como fase
estacionaria y hexano:acetato de etilo (9:1) como fase mévil para obtener la amida
deseada.

0 rac-9a'?: sélido blanco. 100% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado
HNJK para [Ci0H14NO]* 164.1080, encontrado 164.1070 (error 6.09
ppm, 0.0006%). RMN de H (300 MHz, CDCls): & = 7.32-7.22 (m,
5H), 6.12 (br, 1H), 5.10 (g, J = 7.5 Hz, 1H), 1.94 (s, 1H), 1.46 (d, J

rac-9a = 6.9, 3H). RMN de 3C{*H} (75 MHz, CDCls): 5 = 21.91, 23.52,
48.90, 126.33, 127.46, 128.78, 143.38, 169.40.

0 rac-9b*3: liquido incoloro. 94% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado para
HNJK [CeH14NO]* 116.1080, encontrado 116.1070 (error 8.61 ppm,
0.0009%). RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & = 5.73 (br, 1H), 3.90-
3.76 (m, 1H), 1.91 (s, 1H), 1.45-1.35 (m, 2H), 1.06 (d, J = 6.6, 3H),
0.85 (t, J = 7.5, 3H). RMN de 3C{!H} (75 MHz, CDCls): & = 10.49,
20.48, 29.70, 46.74, 169.72.

rac-9b

o) rac-9c¢'#: liquido incoloro. 95% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado

HN* para [C7H1sNO]* 130.1237, encontrado 130.1226 (error 8.45 ppm,

~_h_ | 0.0008%). RMN de *H (300 MHz, CDCL3): & = 3.72-3.58 (m, 1H),

1.70 (s, 3H), 1.16-1.09 (m, 4H), 0.83 (d, J = 6.6, 3H), 0.61 (t, J =

6.9, 3H). RMN de 13C{*H} (75 MHz, CDCl3): & = 13.50, 18.95,
20.26, 22.51, 38.40, 44.66, 169.96.

rac-9¢c

0 rac-9c(Ph)!®: sélido blanco. 87% Rdto. MS-TOF: [M+1]*
HNJ\Ph calculado para [Ci2H1sNOJ* 192.1393, encontrado 192.1383

/\)\
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(error 5.20 ppm, 0.0005%). RMN de 'H (300 MHz, CDClz): & = 7.75 (d, J = 6.9,
2H), 7.47-7.37 (m, 3H), 6.01 (br, 1H), 4.26-4.12(m, 1H), 1.53-1.47 (m, 2H), 1.44-
1.32 (m, 2H), 1.21 (d, J = 6.3, 3H), 0.92 (t, J = 7.2, 3H). RMN de 3C{*H} (75 MHz,
CDCl3): & = 14.16, 19.51, 21.22, 39.40, 45.69, 127.00, 128.67, 131.41, 135.35,

167.03

0

HN)k
/\/\)\

rac-9d

rac-9d'%: sélido blanco. 94% Rdto. MS-TOF:. [M+1]*
calculado para [CoH20NO]* 158.1550, encontrado 158.1543
(error 4.42 ppm, 0.0004%). RMN de 'H (300 MHz, CDClz): 6
= 5.58 (bs, 1H), 3.98-3.85 (m, 1H), 1.93 (s, 3H), 1.41-1.24
(m, 8H), 1.08 (d, J = 6.6, 3H), 0.84 (t, J = 6.9, 3H). RMN de

13C{*H} (75 MHz, CDClz): & = 1.18, 21.08, 22.72, 23.65, 25.85, 31.85, 37.01, 45.48,

169.61.

o) rac-9el’: sélido blanco. 99% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado
HNJK para [CsH11C]" 119.0866, encontrado 119.0862 (error 3.36 ppm,

0.0003%). RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & = 7.35-7.26 (m, 5H),
5.67 (t, J = 6.6, 1H), 2.08 (s, 3H), 1.98-1.77 (m, 2H), 0.89 (t, J =

rac-9e 7.5, 3H). RMN de '3C{*H} (75 MHZ, CDClz): & = 10.10, 21.45,

29.47,126.74, 127.99, 128.55, 140.70, 170.63.

HN)k

rac-9f

rac-9f?: soélido blanco. 85% Rdto. MS-TOF: [M+1]*
calculado para [C11H11C]* 155.0866, encontrado 155.0840
(error 16.76 ppm, 0.0002%). RMN de 'H (300 MHz, CDClz3):
5 = 7.87-7.82 (m, 4H), 7.51-7.48 (m, 3H), 6.07 (q, J = 6.3,
1H), 2.12 (s, 3H), 1.64 (d, J = 6.6, 3H). RMN de 3C{*H} (75
MHz, CDCl3): & = 21.60, 22.39, 72.63, 124.27, 125.20,

126.25, 126.41, 127.84, 128.20, 128.54, 133.18, 133.32, 139.16, 170.59.
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o o rac-9g'% sélido blanco. 71% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado
\f para [C14H1sNO]* 214.1237, encontrado 214.1228 (error 4.20

OO ppm, 0.0004%). RMN de *H (300 MHz, CDCl3): & = 8.08 (d, J =
8.1, 1H), 7.85 (d, J = 7.2, 1H), 7.78 (d, J = 7.27.8, 1H), 7.56-
rac-99 7.41 (m, 4H), 5.94-5.85 (m,1H), 1.93 (s, 3H), 1.64 (d, J = 6.6,

3H). RMN de ¥C{*H} (75 MHz, CDCl3): & = 20.80, 23.45, 44.78, 122.72, 123.57,
125.35, 126.03, 126.74, 128.51, 128.92, 131.23, 134.03, 138.33, 169.32.

O rac-9h'®: sélido blanco. 85% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado
HNJK para [C12H1eNO]* 190.1237, encontrado 190.1162 (error 39.45
ppm, 0.004%). RMN de H (300 MHz, CDCl3): & = 7.26-7.23 (m,
1H), 7.17-7.14 (m, 2H), 7.09-7.06 (m, 1H), 5.90 (br, 1H), 5.18-5.11
(m, 1H), 2.83-2.70 (m, 2H), 1.99 (s, 4H), 1.86-1.76 (m, 3H). RMN

rac-9h

de 3C{IH} (75 MHz, CDCl): & = 20.05, 23.64, 29.36, 30.23,
47.59, 126.38, 127.43, 128.90, 129.31, 136.80, 137.73, 169.48.

0 rac-9i18: sélido blanco. 95% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado para

/KNH [CsHoC]* 117.0709, encontrado 117.0698 (error 9.40 ppm,

0.0009%). RMN de 'H (300 MHz, CDCla): & = 7.25-7.15 (m, 4H),
6.13 (bs, 1H), 5.40 (g, J = 8.1, 1H), 2.96-2.76 (m, 2H), 2.57-2.46 (m,

2091 1H), 1.97 (s, 3H), 1.83-1.70 (m, 1H). RMN de 13C{IH} (75 MHz,

CDCls): & = 23.41, 30.31, 34.04, 54.75, 124.11, 124.86, 126.79,
128.01, 143.27, 143.47, 170.13.

o) rac-9j1°: solido blanco. 84% Rdto. MS-TOF: [M+1]* calculado
HN* para [C12HoCIC]* 201.0466, encontrado 201.0465 (error 0.50

ppm, 0.00005%). RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): & = 7.34-
. O O 7.24 (m, 9H), 5.19 (s, 1H), 1.90 (s, 3H). RMN de 3C{lH}

rac-9j (CDCls, 75 MHz): & = 25.4, 59.29, 126.95, 127.36, 128.45,
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128.73, 145.23, 144.09, 169.23.

Procedimiento general para la desimetrizacibn mecanoenzimatica de aminas
racémicas empleando CALB

En un recipiente de molienda de agata (12 mm de didmetro, 4.6 mL de capacidad)
conteniendo una bola de agata (6 mm de didmetro, 480 mg de peso), 0 en un
recipiente de molienda de acero inoxidable (15 mm de diametro, 4.6 mL de
capacidad) conteniendo una bola de acero inoxidable (8 mm de diametro, 1.5 g de
peso), o en un recipiente de Teflon® (10 mm de didametro, 6.5 mL de capacidad)
conteniendo una bola de Tefléon® (8 mm de diametro, 1.2 g de peso), se colocé la
amina correspondiente (0.82 mmol), el aditivo LAG (0.2 mL), el agente acilante (6
equivalentes) y N435 (100 mg). El reactor se cerré y se colocé en un equipo de
molienda MM200 programado a la frecuencia necesaria por el tiempo requerido.
Cuando terminé el proceso mecanoenzimatico el producto crudo de la reaccion se
extrajo con metanol (5 mL) y se centrifugd dos veces a 3800 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante fue recuperado y concentrado para su purificacion
empleando silica gel como fase estacionaria y una mezcla de hexano:acetato de
etilo (9:1) como fase movil.
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Exploracién del mejor agente acilante en la desimetrizacién de aminas quirales

o
NH, )J\O,Rg NH, H?J\
R{” "R, CALB, dioxano R "R, * Ry R,
rac.8 25Hz, 1.5h (5)8 (R)9
&
n Ny c

ensayo®  Amina :cgilz:tti Rdto (%)(S) ° ee (%)°  Rdto (%)(R) ’ ee (%)° (E/o) =
1 rac-8b AE 60 4 30 66 6 5
2 rac-8b AlPr 46 rac 40 rac - -
3 rac-8b AlPrn 48 rac 32 rac - -
4 rac-8c AE 70 27¢ 26 94 22 42
5 rac-8c AlPr 50 68¢ 38 93 42 56
6 rac-8c AlPrn 58 67¢ 46 51 57 6
7 rac-8d AE 48 17 32 96 15 58
8 rac-8d AlPr 40 21 36 94 18 40
9 rac-8d AlPrn 13 rac 67 rac - -
10 rac-8e AE 97 rac - - - -
11 rac-8e AlPr 81 8 12 >99 7 >200
12 rac-8e AlPrn 73 18 20 >99 15 >200
13 rac-8f AE 98 rac - - - -
14 rac-8f AlPr 96 rac - - - -
15 rac-8f AIPrn 41 88 48 >99 47 >500
16 rac-8g AE 87 rac - - - -
17 rac-8g AlPr 60 4 21 >99 4 >200
18 rac-89 AIPrn 80 3 20 23 12 2
19 rac-8h AE 91 rac - - - -
20 rac-8h AlPr 46 39 42 >99 28 >200
21 rac-8h AIPrn 67 rac 20 rac - -
22 rac-8i AE 48 93 47 >99 48 >600
23 rac-8i AlPr 36 33 40 >99 25 >200
24 rac-8i AIPrn 30 rac 25 rac - -
25 rac-8j AE 67 rac 20 rac - -
26 rac-8j AlPr 45 rac 38 rac - -
27 rac-8j AIPrn 10 rac 89 rac - -

aLas reacciones se llevaron a cabo mediante agitacion magnética y calentamiento a 55°C por 1.5 h, asi como 100mg de
N435, 6 equiv. del agente acilante y 5 mL de dioxano, a menos que se especifique otra condicion. "Determinado después
del proceso de purificacion usando HPLC empleando columna con fase estacionaria quiral. ‘Calculada empleando la
Ecuacion 6. YCalculada empleando la Ecuacion 7. ®Determinado por derivatizacion con cloruro de benzoilo. AE= Acetato de
Etilo. AIPr= Acetato de Isopropilo. AIPrm= Acetato de Isopropenilo.
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Procedimiento general para la sintesis de (R) y (S)—Rasagilina via resolucion
mecanoenzimatica.

La desimetrizacion de Rasagilina se llevdo a cabo como se indica en el
procedimiento general para la desimetrizacibn mecanoenzimatica de aminas
empleando CALB para la desimetrizacién de rac-8i; no obstante, en este caso fue
necesario utilizar 10% mas de biocatalizador. Después de concluir este proceso
mecanoenzimatico, se agregd mesilato de propargilo (1.64 mmol, 220 mg) al
reactor de molienda, que fue cerrado nuevamente y agitado mecanicamente
durante 15 minutos a 25 Hz. El producto crudo de reaccion se extrajo con metanol
(5 mL) y se purificO empleando gel de silice como fase estacionaria y
hexano:acetato de etilo (9:1) como fase mdvil para obtener la forma (S) de la
Rasagilina y la amida (R)-9i. Esta ultima fue disuelta en HCI 3 M (5 mL) y la
mezcla resultante se calent6 a reflujo durante 3 horas. La mezcla de reaccion se
basificé hasta pH 12 y se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL), la fase orgénica
se secO con Na2S0a4 anhidro y se concentré para obtener la amina (R)-8i, que se
colocé en el reactor de molienda con 2 equivalentes de mesilato de propargilo y se
activd mecanoquimicamente durante 15 minutos a 25 Hz para de esta forma
obtener la forma (R) del farmaco Rasagilina.

HN/\\ rac-Rasagilina?’: aceite amarillo. 86% Rdto. MS-TOF: [M+1]*

©j> N calculado para [CsHeC]* 117.0709, encontrado 117.0696 (error
11.10 ppm, 0.001%). RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): & = 7.35

(rac)Rasagilina__ | (1, 1H), 7.22 (m, 3H), 4.42 (t, J = 6, 1H), 3.52 (s, 2H), 3.05 (m,
1H), 2.83 (m, 1H), 2.40 (m, J = 6.6, 1H), 2.27 (s, 1H), 1.87 (m, 2H). RMN de
13C{1H} (CDCls, 75 MHz): & = 30.31, 33.13, 36.02, 61.66, 71.37, 82.24, 124.07,
124.76, 126.13, 127.54, 143.70, 144.26.

8.4 Parte experimental del Capitulo IlI

Ensayo de Bradford para cuantificar la cantidad de CALB presente en la
preparacion liquida y gel de poliacrilamida

El analisis de la concentracion de proteina en la preparacion liquida se llevo a
cabo construyendo una curva de calibracion empleando albumina a diferentes
concentraciones. Las diferentes muestras se analizaron mediante
espectrofotometria UV/Vis midiendo la absorbancia (Abs) de cada muestra en
conjunto con el reactivo de Bradford para obtener el siguiente grafico.
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De este grafico puede obtenerse la siguiente ecuacion:

Abs = 0.0353 £ 0.0014(Albumina) — 0.0006 + 0.018

Al realizar la determinacion de absorbancia de una muestra de CALB libre con una
dilucién 1/1000, se obtuvo el dato de Abs = 0.6253 que, sustituido en la ecuacién
anterior y despejando la cantidad de proteina, demostré que en cada mililitro de la
presentacion liquida de CALB estan presentes 17.7 mg de enzima.

Adicionalmente, es posible observar una buena pureza de la proteina el gel de
poliacrilamida al corroborar la presencia de una sola banda predominante en el
carril donde se aplico CALB libre.

<«—— CALB libre

Marcador de
peso
molecular
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Procedimiento general para la medicién de actividad empleando CALB libre.

Para llevar a cabo la determinacion de actividad en CALB libre fue necesario
preparar una solucion de butirato de 4-nitrofenilo (200 mM) empleando 2M2B
como disolvente. Posteriormente, 230 uL de este sustrato fueron colocados en un
plato de una placa de 96 pozos previamente incubada a 45°C antes de agregar 20
ML de una dilucion enzimética (usando buffer Tris HCI 10 mM, pH 7, 2% Triton) en
el pozo. La reaccion fue monitoreada a 405 nm en un equipo Synergy H4 Hybrid
reader durante 20 minutos. Los datos colectados se graficaron para generar los
gréficos correspondientes a la actividad enzimética.

Procedimiento general para la medicion de la desactivacion enzimatica por efecto
térmico en CALB libre

La enzima libre o sus diluciones fueron incubadas con la ayuda de tubos
Eppendorf de 1.5 mL y equipos Thermomixer programados a la temperatura
deseada y con agitacién constante a 300 rpm. De estos tubos fueron extraidas
muestras (20 uL) a tiempos pre-establecidos, que fueron sometidas a una
evaluacion de actividad empleando el procedimiento general para la medicién de
actividad empleando CALB libre.

Procedimiento general para la medicion de la desactivacion por efecto térmico de
N435c y N435pm

A una serie de tubos Eppendorf de 1.5 mL de capacidad conteniendo 300 ug de
N435c o N435 previamente molida (agata, 10 Hz, 1.5 h) se les adiciond 1.4 mL de
buffer Tris (10 mM Tris HCI, pH 7, 2% Triton) y la mezcla resultante se incub6 a
temperatura constante en un equipo Thermomixer a 300 rpm. Los tubos se
retiraron entonces del proceso de incubacién a tiempos determinados y el
contenido se vertié sobre un pozo de una placa de 6 pozos. Adicionalmente, se
emplearon 1.6 mL de buffer fresco para terminar la extraccion del tubo Eppendorf
y alcanzar el volumen operacional requerido. El plato de 6 pozos fue incubado a
45°C durante 5 minutos en un equipo Synergy H4 Hybrid reader antes de
adicionar 20 pL del sustrato. El plato fue monitoreado a 405 nm durante 20
minutos y los datos fueron colectados y graficados para obtener las curvas que se
muestran a continuacion para N435c y N435pm.
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Ecuaciones y calculos para obtener los parametros de desactivacion térmicos de
CALB libre, N435 y N435 previamente molida.

Como se menciond en el cuerpo principal de este trabajo, los graficos de
desactivacion por efecto térmico se componen de dos secciones y por tanto no
pueden evaluarse a través del modelo lineal propuesto por Arrhenius.?%?2 No
obstante, existen aproximaciones matematicas que pueden usarse para analizar el
comportamiento de las graficas obtenidas durante el desarrollo experimental.?1:22

El primer pardmetro que puede evaluarse a traves de los graficos de desactivacion
es la energia de activacion (Ea) para la destruccion térmica de los componentes
labil y resistente en CALB. Como se indica en la literatura las curvas de
desactivacion térmica, cuando se presentan dos componentes,?t?? pueden
interpretarse empleando las siguientes ecuaciones:

Cuando el tiempo de calentamiento es largo:

KRERO

0 . . _
OoActividad Residual K,Eyg + KnEpge R0

Por otro lado, cuando el tiempo de calentamiento es corto:

K. E + KgrEro
K E o + KgEgoe 1t * K E; o + KgEgg

%Actividad Residual =

El decaimiento en actividad de la porcion resistente esta gobernado por la
ecuacion a tiempo de calentamiento largo, con una pendiente igual a -kr/2.303.
Asi, extrapolando a tiempo O la intercepcion con el eje de las ordenadas sera
KrEro/(KLELo+KRER0). De esta forma, la parte inicial de las curvas puede corregirse
y graficarse nuevamente usando la ecuacion a tiempo de calentamiento corto en
una escala semilogaritmica graficando la actividad residual vs el tiempo. La
pendiente de estas curvas sera igual a -ki./2.303.%1:22

De esta forma, para CALB libre se tienen los siguientes datos:

100 4

2

=) —e— 65°C
g -a 75°C
T + 85°C
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T(°C) kr (1/s) KrEro/ (KLELo+KRERo)
65 | 0.4144 +0.0144 45.4992 +0.608
75 | 0.2581 +0.048 36.6781 +2.027
85 | 0.1579  +0.0481 245135 +2.032

Cuando se grafica nuevamente considerando las descripciones anteriores se tiene
que:

E

*: 2.0+

w

i

g

%

= 1.0 T T T T 1
E‘ 0 5 10 15 20 25

t{min)
Y puede obtenerse:

T(°C) ke (1/s)
65 | 0.0633  +0.0004
75 0.0775  +0.0032
85 ‘ 0.0916 +0.0042

Finalmente, para obtener la energia de activacion para la destruccién térmica de
CALB se puede emplear la ecuacion de Arrhenius para graficar los datos
obtenidos de k. y kr respecto a la temperatura, de forma que:

1
- kg
=14 —-— kL
x
c -2-
B i
.34
-4 T T 1
0.0027 0.0028 0.0029 0.0030
1/T(K)

Las pendientes de cada curva estan reportadas en el cuerpo de este trabajo
(Tabla 9).2% 22
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Con los valores de k para ambas fracciones es posible calcular D y z, empleando
las siguientes ecuaciones:

In(10)
b= k

T
log(D) = P

Finalmente, este procedimiento se repitidé para N435 y N435pm, a continuacion, se
reportan los valores de ki y kr para cada caso.?% 22

Para N435:

T(°C) kr (1/s) KRrEro/ (KLELo+KRERo)
60 | 0.5174  +0.0480 72.517  +2.904
65 | 0.6296 +0.0348 65.829  +1.900
75 0.8620 +0.1167 60.496 +4.796
8 | 1.0464  +0.1142 38.016 +4.69

T(°C) ke (1/s)

60 | 0.2436  +0.0140

65 | 0.2680 +0.0163

75 0.6333  +0.1319

8 | 1.5667  +0.1852

Para N435pm:

T(°C) kr (1/s) KrEro/ (KLELo+KRERro)
60 | 0.1379 +0.0137 93.161 +0.359
65 | 0.2169  +0.0367 76.917  +0.870
75 0.4861 +0.0433 70.244  +0.772
8 | 1.0577  +0.2082 39.766 43714

T(°C) ke (1/s)

60 | 0.2436  +0.0202

65 0.2680 +0.0272

75 0.6333  +0.0272

85 1.5667 +0.2738
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Procedimiento general para la desimetrizacion del alcohol a-metilbencilico bajo
condiciones estandar en agitacion y calentamiento.

En un matraz de fondo redondo de 25 mL conteniendo hexano grado HPLC (10
mL), se colocé alcohol a-metilbencilico (500 pL) y acetato de isopropenilo (450
ML). La solucidn resultante se incubo a la temperatura deseada durante 5 minutos
y posteriormente se adicion6 N435c o N435pm (300 mg). El avance de la reaccion
se monitore6 a diferentes tiempos tomando alicuotas de 40 uL del crudo de
reaccion, que fue resuspendido en 1.5 mL de hexano grado HPLC. La solucién
resultante se filtré y se analiz6 por HPLC empleando una columna con fase
estacionaria quiral.

Procedimiento general para la desimetrizacion del alcohol a-metilbencilico bajo
condiciones de resolucion mecanoenzimética.

En un recipiente de molienda de agata (12 mm de diametro, 4.6 mL de capacidad)
conteniendo una bola de agata (6 mm de didmetro, 480 mg de peso), 0 en un
recipiente de molienda de acero inoxidable (15 mm de diametro, 4.6 mL de
capacidad) conteniendo una bola de acero inoxidable (8 mm de diametro, 1.5 g de
peso), o en un recipiente de Teflon® (10 mm de didametro, 6.5 mL de capacidad)
conteniendo una bola de Teflon® (8 mm de diametro, 1.2 g de peso), se coloco
alcohol a-metilbencilico (50 pL), hexano grado HPLC (0.2 mL), acetato de
isopropenilo (41 pL) y N435c o N435pm (30 mg). El reactor se cerré y la reaccion
se condujo a la frecuencia indicada, evaluando diferentes tiempos operacionales.
Una vez concluido el tiempo de molienda, el crudo de reaccibn se extrajo
empleando hexano grado HPLC (1.3 mL). La suspension resultante se filtr6 y se
analizé mediante HPLC empleando una columna con fase estacionaria quiral.

OH | rac-1323: liquido incoloro. MS-TOF: [M+1]* calculado para [CsH110]*
123.0815, encontrado 123.0752 (error 51.19 ppm, 0.005%). RMN de
14 (300 MHz, CDCls): & = 7.41-7.25 (m, 5H), 4.90 (q, J = 6 Hz, 1H),

rac-13 | 151 (d, J = 3 Hz, 3H). RMN de 13C {tH} (75 MHz, CDCls): & = 25.16,
70.38, 125.43, 127.46, 128.15, 145.86.
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o) rac-1423: liquido incoloro. MS-TOF: [M+1]* calculado para
o)k [C10H1302]" 165.0921, encontrado 165.0902 (error 11.51 ppm,
0.001%). RMN de *H (300 MHz, CDClz): 6 = 7.41-7.28 (m, 5H),
5.92 (g, J = 3 Hz, 1H), 2.10 (s, 3H), 1.58 (d, J = 3 Hz, 3H). RMN
de 13C {H} (75 MHz, CDCls): & = 21.36, 22.23, 72.33, 126.11,

rac-14

127.89, 128.52, 141.71, 170.34.
8.5 Parte experimental del Capitulo IV

Procedimiento general para la desimetrizacion de (x)-Ketorolaco bajo condiciones
de resolucibn mecanoenziméatica empleando la estrategia de esterificacion
enantioselectiva.

En un recipiente de molienda de agata (12 mm de didmetro, 4.6 mL de capacidad)
conteniendo una bola de agata (6 mm de diametro, 480 mg de peso), 0 en un
recipiente de molienda de acero inoxidable (15 mm de diametro, 4.6 mL de
capacidad) conteniendo una bola de acero inoxidable (8 mm de diametro, 1.5 g de
peso), o en un recipiente de Teflon® (10 mm de didmetro, 6.5 mL de capacidad)
conteniendo una bola de Teflon® (8 mm de diametro, 1.2 g de peso), se coloco
Ketorolaco racémico (0.1 mmol, 25 mg), N435 (30 mg), agente esterificante (12.5
equiv.) y MTBE (0.2 mL). El recipiente de molienda se cerr6 y se colocé en un
equipo MixerMill MM200 programado para conducir el proceso de molienda a 25
Hz por 1.5 h. El contenido del reactor de molienda se extrajo con acetona (5 mL) y
la suspension resultante se centrifugd a 3800 rpm por 10 min. El sobrenadante se
concentr6 y se analiz6 mediante HPLC empleando una columna con fase
estacionaria quiral. Cuando se empleé metanol como agente esterificante, el crudo
de reaccion se purific6 empleando gel de silice como fase estacionaria y
hexano:acetato de etilo (95:5) como fase mévil para la recuperacion del éster
derivado del Ketorolaco y CH2Cl2 para la recuperacion del Ketorolaco libre.

Procedimiento general para la sintesis de los ésteres derivados del (+)-Ketorolaco

Una solucién de benceno (5 mL), Ketorolaco racémico (0.1 mmol), el alcohol
correspondiente (3 equivalentes) y acido para-toluensulfénico (0.1 mmol) se
colocé en un reactor de vidrio y se calento a 120°C a presion constante durante 20
minutos en un equipo Monowave 50. Al finalizar el tiempo de reaccion, se evaporo
el disolvente y la reaccion fue resuspendida en acetato de etilo, se lavd con
salmuera, se sec6 con Na2S0s4 anhidro y se concentrd para su purificacion
empleando silica gel como fase estacionaria y una mezcla de hexano:acetato de
etilo (9:1) para obtener el correspondiente éster derivado del Ketorolaco racémico.
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0 rac-15:2* sélido blanco. MS-TOF: [M+1]* calculado
N oH| para [CisH14NOs]*" 256.0979, encontrado 256.1 (error

|/ ! 8.2 ppm, 0.0008%). RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &
rac-15 7.85-7.83 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.56 (m, 1H), 7.47 (m,

2H), 6.87 (d, J = 4 Hz, 1H), 6.18-6.1 (d, J = 4 Hz, 1H), 4.64-4.57 (m, 1H), 4.52-4.46
(m, 1H), 4.14 (dd, J1= 3.2 Hz , J2= 8 Hz, 1H), 3.00-2.81 (m, 2H) ppm. RMN de 3C
{*H} (100 MHz, CDCls) &: 185.19, 176.4, 141.8, 139.1, 131.5, 128.9, 128.2, 127.3,
125.2, 103.4, 47.5, 42,4, 31.0 ppm.

o) rac-16:**¢ MS-TOF: [M+1]* calculado para
N o [C16H16NO3]* 270.1135, encontrado 270.1 (error
|/ I 49.98 ppm, 0.005%). RMN de H (400 MHz, CDCls)
rac-16 §: 7.85-7.82 (m, 2H), 7.56-7.52 (m, 1H), 7.49-7.45

(m, 2H), 6.85 (d, J = 4 Hz, 1H), 6.13 (d, J = 4 Hz, 1H), 4.63-4.47 (m, 1H), 4.50-4.43
(m, 1H), 4.10 (dd, J1 = 8 Hz, J2 = 16 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.99-2.91 (m, 1H), 2.87-
2.78 (m, 1H). RMN de 13C {tH} (100 MHz, CDCls) &: 185.0, 171.8, 142.3, 139.3,
131.4, 128.9, 128.2, 127.2, 125.0, 103.1, 52.6, 47.6, 42.5, 31.0 ppm.

0] rac-17:** MS-TOF: [M+1]* calculado para
| N o~ [C17H18NO3]* 284.1293, encontrado 284.1 (error

/ I 103.12 ppm, 0.01%). RMN de H (400 MHz,
rac-17 CDCls) &: 7.84 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.57-7.53 (m,

1H), 7.47 (t, J = 8 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 4 Hz, 1H), 6.13 (d, J = 4 Hz, 1H), 4.64-4.57
(m, 1H), 4.50-4.43 (m, 1H), 4.31-4.19 (m, 2H), 4.09 (dd, J1 = 4 Hz, J> = 12 Hz, 1H),
3.00-2.92 (m, 1H), 2.86-2.77 (m, 1H), 1.33 (t, J = 8 Hz, 3H). RMN de 13C {IH} (100
MHz, CDCls) &: 185.0, 171.2, 142.5, 139.3, 131.4, 128.9, 128.2 127.2, 125.0,
103.1, 61.5, 47.6, 42.7, 30.9, 14.2 ppm.
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rac-18:** MS-TOF: [M+1]* calculado para

o)
N OJ [C18H20NO3]* 298.1448, encontrado 298.1 (error
\ / 150.26 ppm, 0.015%). RMN de 'H (400 MHz,
0

rac-18 CDCls) &: 7.84 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.55-7.52 (m,

1H), 7.49-7.45 (m, 2H), 6.85 (d, J = 4 Hz, 1H), 6.13 (d, J = 4 Hz, 1H), 4.63-4.57 (m,
1H), 4.50-4.43 (m, 1H), 4.17-4.07 (m, 3H), 2.99-2.92 (m, 1H), 2.86-2.78 (m, 1H),
1.73 (t, 3 = 7.2 Hz, 2H), 0.99 (t, J = 8 Hz, 3H). RMN de C {H} (100 MHz, CDCls)
§: 185.0, 171.3, 142.6, 139.3, 131.4, 128.9, 128.1, 127.2, 125.0, 103.1, 67.1, 47.6,
42.7,30.9, 22.0, 10.4 ppm.

o) rac-19:¢ MS-TOF: [M+1]* calculado para

N OJ [C19H22NO3]* 312.1605, encontrado 312.2
M (error 126.53 ppm, 0.012%). RMN de H (400
rac-19 MHz, CDCls) &: 7.84 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.57-

7.53 (m, 1H), 7.49-7.45 (m, 2H), 6.85 (d, J = 4 Hz, 1H), 6.13 (d, J = 4 Hz, 1H),
4.62-4.57 (M, 1H), 4.50-4.45 (m, 1H), 4.21-4.17 (m, 2H), 4.09 (dd, J1 = 2.5 Hz, J2 =
8 Hz, 1H), 2.98-2.92 (m, 1H), 2.86-2.79 (m, 1H), 1.71-1.64 (m, 2H), 1.45-1.39 (g, J
= 4Hz, 2H), 0.97 (t, J = 4 Hz, 3H) ppm. RMN de 13C {H} (75 MHz, CDCls) &: 185.0,

171.3, 142.6, 139.3, 131.4, 129.0, 128.9, 128.3, 128.2, 127.2, 125.0, 103.1, 63.4,
47.6,42.7,30.9, 30.6, 19.1, 13.7 ppm.

O rac-20: MS-TOF: [M+1]* calculado para
MO [C21H26NO3]* 340.1918, encontrado
\ / 5 340.1906 (error 3.53 ppm, 0.004%). RMN

rac-20 de H (400 MHz, CDCls) &: 7.84-7.82 (m,

2H), 7.56-7.52 (m, 1H), 7.48-7.44 (m, 2H), 6.84 (d, J = 4 Hz, 1H), 6.12 (d, J = 4 Hz,
1H), 4.61-4.56 (m, 1H), 4.49-4.44 (m, 1H), 4.21-4.14 (m, 2H), 4.10-4.06 (dd, Ji= 8
Hz, Jo= 16 Hz, 1H), 2.98-2.92 (m, 1H), 2.83-2.78 (m, 1H), 1.70-1.64 (m, 2H), 1.40-
1.28 (m, 6H), 0.92 (t, J = 4 Hz, 3H). RMN de 3C {1H} (100 MHz, CDCls) §: 185.0,

136



171.3, 142.6, 139.3, 131.4, 128.9, 128.1, 127.2, 125.0, 103.1, 65.6, 47.6, 42.7,
31.4, 30.9, 28.5, 25.5, 22.5, 14.0 ppm.

Procedimiento general para la desimetrizacion de (+)-Ketorolaco bajo condiciones
de resolucibn mecanoenzimatica empleando la estrategia de hidrdlisis
enantioselectiva.

En un recipiente de molienda de agata (12 mm de didmetro, 4.6 mL de capacidad)
conteniendo una bola de agata (6 mm de diametro, 480 mg de peso), 0 en un
recipiente de molienda de acero inoxidable (15 mm de diametro, 4.6 mL de
capacidad) conteniendo una bola de acero inoxidable (8 mm de diametro, 1.5 g de
peso), o en un recipiente de Teflon® (10 mm de didametro, 6.5 mL de capacidad)
conteniendo una bola de Teflon® (8 mm de diametro, 1.2 g de peso), se coloco el
éster racémico derivado del Ketorolaco (0.08 mmol), N435 (30 mg), H20 (6 equiv.)
y 2M2B (0.2 mL) como LAG. Se cerro el recipiente de molienda y se colocd en un
equipo MixerMill MM200 programado para conducir el proceso de molienda a 25
Hz por 1.5 h. El contenido del reactor de molienda se extrajo con acetona (5 mL) y
la suspension resultante se centrifugé a 3800 rpm por 10 min. Se concentro el
sobrenadante y se analiz6 mediante HPLC empleando una columna con fase
estacionaria quiral. Cuando se resolvi6 el éster metilico derivado del (x)-
Ketorolaco, el crudo de reaccion se purific6 empleando gel de silice como fase
estacionaria y hexano:acetato de etilo (95:5) como fase movil para la recuperacion
del éster derivado del Ketorolaco y CH2Cl2 para la recuperacion del Ketorolaco.
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Evaluacién del A44G* para los procesos resolutivos en solucién empleando la
estrategia de esterificacion enantioselectiva e hidrolisis enantioselectiva

% __ MeOH N w
|/ m
CALB MTBE
rac-15 48 7°C, 45 min (S)-15 (R)-16

ensayold  Temperatura (K) ee(S)-15 (%) ee(R)-16 (%) c (%) E (%)
1 308 45 > 99 31 > 300
2 313 51 > 99 34 > 300
3 318 53 > 99 35 > 300
4 323 57 > 99 37 > 300
5 328 58 > 99 37 > 300

[a] Condiciones de reaccion: rac-15 (0.10 mmol), metanol (1.00 mmol), CALB (30 mg), MTBE (5 mL). [b] Determinado por
HPLC con columna de fase estacionaria quiral. [c] Calculado de c = eed/(eesteep). [d] E = In[1 - c(1 + eep))/In[1 - c(1 - eep)].

N N
OnPr___ CALB N Yy A, OnPr OH
M L) o+ L)
6 eq. HQO 2M2B O (0]
rac18 45°C, 45 min (S)-18 (R)-15
ensayold Temperatura ee(S)-18 (%) ee(R)-15 (%)M c (%) E (%)
(K=l

1 305 5 > 99 5 > 200
2 308 8 > 99 8 > 200
3 313 11 > 99 10 > 200
4 318 14 > 99 12 > 200
5 323 16 > 99 14 > 200

[a] Condiciones de reaccion: rac-18 (0.08 mmol), agua (6 eq.), CALB (30 mg), 2M2B (5 mL). [b] Determinado por HPLC con
columna de fase estacionaria quiral. [c] Calculado por ¢ = eeg/(eesteey). [d] E = In[1 - c(1 + eep)[/IN[1 - c(1 - eey)].
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Anexos

Espectros de RMN de 'H, 13C y cromatogramas seleccionados.
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Condiciones de elucién de HPLC para la separacién enantiomérica de las mezclas
racémicas analizadas en este trabajo de tesis

Tiempo de Tiempo de elucién

usvato SRRSO e oo coma S
! (min) (S) R)
rac-6a CP OD Hex/IPA (99:1), 1 30 17.86 13.64
rac-6b CP OD-H Hex/IPA (98:2), 1 30 11.51 8.70
rac-6¢ CP OD-H Hex/IPA (99:1), 0.6 30 25.50 22.76
rac-6d CP AD-H Hex/IPA (99:1), 0.6 30 18.50 15.13
rac-6e CP AD-H Hex/IPA (99:1), 0.6 30 24.87 20.65
rac-6f CP AD-H Hex/IPA (99:1), 0.6 30 17.70 14.41
rac-6g CP OD-H Hex/IPA (95:5), 1 30 7.68 13.09
rac-6h CP OD Hex/IPA (99:1), 0.9 45 32.58 24.58
rac-6i CP AD-H Hex/IPA (99:1), 1 15 7.03 4.93
rac-7a CB TAG MeOH, 1 30 21.91 17.08
rac-7b CBT EtOH/H20 (70:30), 0.5 30 20.50 17.14
rac-7¢ CBT EtOH/H20 (70:30), 0.5 30 19.50 16.31
rac-7d CBT EtOH/H20 (70:30), 0.5 30 17.58 14.93
rac-7e CBT EtOH/H20 (70:30), 0.5 30 16.96 14.03
rac-7f CBT EtOH/H20 (70:30), 0.5 30 15.69 13.21
rac-7g CBT MeOH/H20 (95:5), 0.8 20 10.05 10.97
rac-7h CB TAG MeOH, 0.8 30 7.13 7.96
rac-7i CBT EtOH/H20 (70:30), 0.5 40 29.07 17.46
rac-8e CP OD-H Hex/IPA (90:10), 0.4 20 15.05 13.97
rac-8f CP AD-H Hex/IPA (95:5), 0.8 25 18.43 17.70
rac-9a CP AD-H Hex/IPA (90:10), 0.8 20 7.57 6.57
rac-9b CP AS-H Hex/IPA (95:5), 1 60 38.27 40.55
rac-9c CP AS-H Hex/IPA (90:10), 1 30 16.51 13.39
rac-9d CP AD-H Hex/IPA (95:5), 0.7 20 8.71 8.10
rac-9e CP OD-H Hex/IPA (90:10), 0.4 20 10.71 9.67
rac-9f CP AD-H Hex/IPA (90:10), 0.8 20 6.06 5.20
rac-9g CP AS-H Hex/IPA (85:15), 1 30 17.15 21.64
rac-9h CP OD-H Hex/IPA (90:10), 0.5 30 19.36 25.46
rac-9i CP OD-H Hex/IPA (90:10), 1 30 14.15 18.04
rac-Ras CP AD-H Hex/IPA (90:10), 1 30 14.21 16.71
rac-13 CP AD-H Hex/IPA (95:5), 0.5 25 20.29 16.59
rac-14 CP AD-H Hex/IPA (95:5), 0.5 25 9.57 8.93
rac-15 CP AD-H Hex/IPA/TFA (90:10:0.1), 25 25 16.0 13.8
rac-16 CP AS-H Hex/IPA/TFA (95:5:0), 1 25 18.8 20.9
rac-17 CP AD-H Hex/IPA/TFA (90:10:0.1), 1 25 11.4 10.5
rac-18 CP AD-H Hex/IPA/TFA (90:10:0.1), 1 25 10.5 9.3
rac-19 CP AD-H Hex/IPA/TFA (90:10:0.1), 1 25 10.0 8.6
rac-20 CP AD-H Hex/IPA/TFA (90:10:0.1), 1 25 9.3 7.7

CP = Chiralpack. CB = Chirobiotic.
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500 11-13.640
] Bn .. f I
] NH O
4001 )\)J\ ‘ |2+ 17.867
OMe |
% 300.] rac-6a
: \
=
S | .
2 200+
<
1
| \
100 \I '\
501 - - T T T T ;
0.0 E.D 40.0 18.0 20.0 250 0.0
Tima [min]
Integration Results
Mo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAL*min m#aLl %a % n.a
1 13.640 455.884 462.090 4363 56.27 n.a.
2 17.867 462.617 374599 50.37 4373 n.a
Total: 918.501 856.689 100.00 100.00
2500 10022017 4 #1 [manipulatec] RAC Et UV_VIS_1 WVL:210 nm
|1-8.700
2000: n 1?-11 813
] | Bn
~N
1 ‘ NH O
" \)\)J\
% OMe
8 1000 ] ‘ rac-6b
_gl 4
2
< ]
500-
| | I
| Y S - Lr,q_\ o
-500 _- T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 260 30.0
Time [min]
| Integration Results
No.  |Pesk Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL*min mAU % % n.a.
1 8.700 702758 2245 976 47 86 5319 na
2 11.513 765.462 1976.201 52.14 46.81 n.a.
Total: 1468.220 4222.176 100.00 100.00
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|Chromatogram

1400 - B 10022017 3 #1 [manipulated] RAC nPr UY_WIS_ 1 WVL:210 nm
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1000 NH O \ |
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00 5.0 100 15.0 20.0 250 30 0]
Time [rmin]
Integration Results
No Paak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU min mALl % % n.a.
1 22767 1052.710 1257157 50.81 5425 n.a.
2 25503 1019.319 1060.358 49.19 4575 n.a.
Total: 2072.028 2317.514 100.00 100.00
|Chmrnatggram ]
1200 - 17 07022017 3 #2 [manipulated] Bu LUY_WIS_1WVL:210 nm
] 2 - 18503
] - 15157
1000
800 Bn
] NH O
= _
E 600-
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m
5 400 rac-6d
200 ] |
] AR
ol A~ UL l!\,—___ P R S S P VR |
-200 : T T T T T T 1
0.0 10.0 200 30.0 40.0 800 B0.0
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Mame Retantion Tima Area Haight Ralative Area | Relative Height | Amount
min mAU*min maAl % % n.a.
| 15.137 662.031 1000.083 50.30 4812 na.
2 18.503 £54.053 1128.935 4070 50.88 n.a.
Total: 1316.084 2219.019 100.00 100.00
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|chromatogram
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No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
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|g@ma‘tggmm
1400 17 0AO22017 42 [manipulaled) nHx UV_\IS_1 WVL:210 nm
1200 - 12- 17,770
] 4 -14.417
1000 - ('\ ‘
] | Bn .
= 800 ‘ ‘ NH O
= j
B i
2 00 \/\/\)\)J\
5 OMe
g i
2 400] ‘ rac-6f
200 ] / | |
| | \
o] — 4\ —
-200! , , , . . ; -
0.0 5.0 10.0 16.0 20.0 2B8.0 30.0 341
Time [min]
Integration Resul
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height |  Amount
min mALU*min mAL % % n.a.
| 14417 G605 334 1046779 5027 47 14 na
2 17.770 662 152 1173847 49.73 52 86 na
Total: 1331.486 2220.625 100.00 100.00
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I Chromatogram

S 7 10022017 5 #1 [manipulated] LDM- UV_VIS_1WVL:Z10 nm
h 1-7.683
2000
] 12 - 13.093
] \ Bn.
] NH O
1500 ‘
=) ]
E ] OMe
& 1000 |
g =
2
2 | rac-6g
500 \
] [
0 '\_‘x’\\r—._.___)ﬂL___ll_L'_._M/L I, \,_/\__
-500 _- r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30,0
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amournt
min mAU min mAL % % n.a.
1 7683 575296 2264166 43.60 8531 na.
2 13.083 T44.149 1829. 154 56.40 44.69 1.8,
Total: 1319.445 4093320 100.00 100.00
[chromatogram |
e 7 06032017 #2 RAC pMeO UV_VIS_1WWVL:210 nm
] 11- 26,800
300 / \
] Bn_ H| |
250+ NH O /| \| |2 - 32 5RO
%200_: OMe | \I \
8150 MeO ‘ \ / \
5% rac-6h |
2
= 100

/ kv'lll k
|
o4 '\.,(\---q__—-__ e ot e B N S . — - S -_—
-50 = r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 a0.0 350 40.0 45.0
Time [min]
Integration Results
No Feak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mAU %o % na
1 25 800 7148671 318.077 49 67 57.07 na
2 32.580 724.084 239.269 50.33 4293 na
Total: 1438.754 557.347 100.00 100.00
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|Chromatogram

1600 11 08022017 544 RAC tBu UV_VIS_1WWL:210 nm
1400 ]
. fl ﬂ B'~\H 0
1000 ]
2 ‘ OMe
E 800
® ]
S ] rac-6i
£ 500
4004 |
200 ‘
] ! |
wll J o\ o - _
-200 5 T T T T T T T
0.0 50 10.00 15.0 20.0 250 271
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mALU min mAL % % n.a.
Total: 0.000 0.000 0.00 0.00
Chromatogram |
i % 13032017 #1 [manipulated] RAC UV_VIS_1WWL:210 nm
i - 17.083
J i
500-| ;ﬁ
J |
J |
- B
400 Bn_ | .
] NH O B i
—_— i | |
2 300 )\)J\ | l' II '
E i \
'é‘ 1 OH | I|I | 'l,I
g ] 7 . [
] B rac-fa ‘ \ | |
g 2004 '. | \.
7 1
] | I'. | \\
100-] [ ||
| | \ |I
| |
5 Pl U T -
_1 00 5 T T T T T T T 1
0.0 5.00 10.0 15.00 200 250 30.0
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU Ya % n.a.
1 17.083 609.373 533704 50.35 58.94 na.
2 21910 6500.985 371739 49 65 41.06 na
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I Chromatogram

1400 - T 15022017 3 #0 [manipulated] RAC Et LW_VIS_1WVL:210 nm
1200 4 ,|I1\1?.14o
] ‘I
1000 Bn \
] NH O |
= am- M \ j2-20050
£ OH | | \\
8
g 9004 rac-7b \ I
€ i
2 i |
< 400- \
] '\ \
2004 ‘ ‘
ol oA A A —L) ky_u}
-200 _- r T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 16.0 20.0 250 27.3
Time [min]
Integration Results
No Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAL min mAL %o % n.a.
1 17.140 760.046 1165262 49.83 60.36 n.a.
2 20.050 765.325 765.205 5017 30.64 Mn.a.
Total: 1525371 1930.467 100.00 100.00
|[‘hmmatmm
1200 1] 15022017 3 #12 [manipulated] RAC Pr UV _WVIS_1WWVLI210 nm
] 116827
1000 - F|
] Bn
] ~
] NH O
= w
g | 12 - 19.507
2 o | S
600 -
AR | rac-7c |
5 ] ( | \
g 400 - | \ ||,I
] l( | \
200 H H.
] a ) \
&l TRV - J :
200 _- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 16.0 20.0 250 300
Time [min]
Integration Results
No Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL"min mALl % %o na
1 16.327 608.778 1031470 4969 6024 n.a.
2 19.507 616275 650.864 50.31 38.76 n.a.
Total: 1225.053 1712.334 100.00 100.00
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Chrom ram
1200 18 15022017 3 #15 [manipulated] RAC Bu UV _VIS_1WWL:210 nim
1 1 - id.030
1000 ] |
] Bn.
-SOOj NH (@] \2-17.587
Z ] oH ‘\
% ]
5 rac-7d \ !'\
S 400 | |
2 ] \ \
|
200- \
' \
1A ARN
o] S N ) .
-ZDD ; T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 6.0 10.0 16.0 20.0 26.0 30.0
Time [min]
Integration Results
Mo, |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU*min mAL %o % n.a.
1 14.930 571538 1082.133 48.13 59.17 na.
2 17.587 615.987 746.785 51.87 40.83 na.
Total: 1187.536 1828.918 100.00 100.00
Chromatogram |
1400 - M 15022017 3 #18 [manipulated] RAC Pn UV_VIS_1 WWVL:210 nm
1200—_ i1-14.033
1 Bn \
4 4 ~
Q00 ] N H O |
= 800 /\/\)\)J\ 12 - 16.560
% 1 OH ‘ f
E 800 rac-Te ‘ \'|
E | \
2 ] |
2 400 \ \
|
] | \
|
200 \ \
1 | | \
ol A | LI_L/ _kF
-200 _- r T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0
Time [min]
|Integration Results
No. Peak Name Relention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mAL % % 1.8,
1 14.033 570.628 1174.789 49.77 60.41 na
2 16.060 584.933 760.925 50.23 39.50 n.a.
Total: 1164.561 1944.715 100.00 100.00
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|chromatogram

1300 T 15022017 3 #21 [manipulated) RAC Hx UV VIS 1 WVL210 nm
1 H1 - 13213
1400 |
1200
1 12 1E.603
1000
| 190a Bn . \
% ] NH (@] \
£ 800 \
g ] |
=3 4
£ 600 OH \
B rac-7f | \
- | \
] \
] | |
200+ \ \
o _ A l\ _|| / \\ .
-2 00 % r T T T T T 1
0.0 £0 100 15.0 20.0 250 0.0
Time [min}
Integration Results
No Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAL*min mAL % % n.a.
1 13.213 744 585 1506.831 4560 59.24 n.a.
Z 15.693 756713 1036.692 50.40 40.76 n.a.
Total: 1501.298 2543.523 100.00 100.00
|chromatogram |
2500 1 16022017 #5 [manipulated] Phenyl Rac UV WIS 1WWVL:210 nm
2000 - 10'?5%0.979
] Bn N |\ ﬁ
1 NH | \
1500 - |
% ) OH \
2 1500 |
597 |
=
g rac-79 \
- |
500 ‘ \ |
] |
p o
0_- S R o L I
-500 _- T T T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 8.0 80 10.0 12.0 140 160 180 200
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU*min mAL % % n.a.
1 10.053 911637 2055 268 47 97 50,79 na
2 10.970 588669 1991 275 52.03 491 na
Total: 1900.306 4046.544 100.00 100.00
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Chromatogram

450 1302032017 3 #3 [manipulated] RAC pM=0 UV VIS_1WWL210 nm
il 1-18.503
400 i
f '\
7 |
]
J 2-22700
Bn | !
] NH O |
300 | \ ( \
1 |
- OH f | [
. \ | \
£ 200- | |
2 .| MeO rac-7Th ’ \ |’ \
w
b |
g | | ( ||I
100 / l\l | '
- o\ \
] l fen }'J \J.‘I
0——-—*J\/ I S e i L T
-50 ¥ r T T T T T T1
0.0 50 16.0 180 20.0 280 304
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Haight Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL"min mAL % % na.
1 18 503 534 089 406076 48 90 5396 na
2 22700 558 163 346 477 5110 4604 na
Total: 1092.252 752.553 100.00 100.00
Chromatogram |
800 17 16022017 #1 [manipulated] RAC UV_VIS_1VWAL-210 nm
] |1-17.4867
700
|
] Bn
800 SNH O \
500
= OH |
E 400
E ] rac-Ti
E 300 l i 20077
200 \ |/ \
| | \
100 ( I \I ’ \
e | |
1 |
0__—_)\ A e L k. _ J . —
-1 00_- T T T T T T T T 1
0.0 50 10.0 18.0 20.0 25.0 30.0 36.0 40.0
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL*min mAU % % na
1 17 467 504 303 728813 5045 7138 na
2 29077 495 300 292 180 49 55 28 62 na
Total: 999.604 1020.993 100.00 100.00

1
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[Chromatogram

80.0- 7 20022018 #5 [manipulated] MB\ESMP UV _VIS_2 WWL:254 nm
) \1-13877
- |2 - 15.057
50.04
] NH,
50.0
oy ]
E 40.04
8 ]
% 4
% 300
g rac-8e
20.0
10,0 ‘
S\ J
[0 1 | I M ._\\/V_A_/\_LJ_ _L'_
-1 0'0 : T T T T T T T 1
0.0 B0 10.0 18.0 20.0 25.0 20.0 330
Time [min]
Integration Results
Mo, |Peak Name Retention Time Area Height Felative Area Relative Height Amount
min mAU min mAL % % n.a.
[ 13.977 21623 75.660 4993 5181 na
2 15 057 21684 70378 50.07 4819 na
Total: 43.307 146.038 100.00 100.00
|chromatogram
800 T 16102017 #6 [manipulated] RACTOA Y WIS 2'WWVL 254 nm
700 NH (1 -17.703
2 2- 18473
600 |F|
500 | ‘ \
5 ‘
E oo |
3
g rac-8f
E 300 | ‘
200] U |
100 } \l
o 59 pizg \ i
-100_ r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 25 50 75 10.0 12.5 16.0 17.5 20.0 226 25.0
Time [mir]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALU*min mAL % % n.a.
[ 17.703 302 525 685.771 4963 51.77 na.
2 18.473 307.085 620.345 50.37 48.23 na.
Total: 609.611 1286.116 100.00 100.00
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| Chromatogram

700 13 31072017 #2 [manipulated] RAC UV _VIS_2 WVL:254 nm
] |1 - 6580 - 7.647
60.0-| {‘ '|
] ‘ 0
50.0 ] ‘ )k
] HN
= 40.0
8 300-
g 4
4 200] i
20.0
‘ rac-9a
10,0 \ \
] } | I
0.0] 1 U \.,L \-.—
1DD__I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 5.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Time [min]
Integration Result
No.  |Peak Name Retention Time Arga Haight Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL“min mALU %o % n.a.
1 6.580 18.189 83.614 43 .89 49.83 na.
2 7647 19.023 63.931 51.11 50,12 n.a.
Total: 37.222 127.546 100.00 100.00
|Chromategram |
140 @ 07112017 #11 [manipulated] RAC UV_VIS_1WVL210 nm
120
] 0
1001 )J\
] HN
— 80 :
= 11-38.273
X
= ] l I\, 240550
g o0 f '\ AN
g rac-9b I ( \
@ d Lt
< 40 | \ \
] \|
] / Voo
20+
: _,TL M = . k
gl V—aur'ﬂ-—ﬂ—— —_—_— —————— —
-ZU : T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20,0 25.0 30.0 35.0 40.0 482
Time [min]
Integration Results
Ne.  |Peak Name Retention Time Arga Haight Relative Area | Relative Height |  Amount
min mAU*min mAL % % 1.8,
I 38.273 102714 70182 48 51 5541 na
2 40 550 108 924 56 480 5149 4459 na
Total: 211.638 126.678 100.00 100.00
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| Chromatogram

140 3 10012018 #1 [man pulated] 102RAC UV_VIS_1 WVL:210 nm
120
] |§ - 18,807
100+ f\ O
1 |2 -16.513
: A A )J\
£ ) i
g 60l | | I\ /\/l\
§ 7] \
£ ] . H
g 40l f ‘ \‘.\ rac-9¢
20] | \)
J AW~ NN
-20 _- T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 160 200 250 300
Time [min]
|Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU*min mAL % % n.a.
1 13.397 118.037 99.469 50.06 52.42 n.a.
2 16.513 118.757 90.204 49.94 47.58 n.a.
Total: 237.793 189.764 100.00 100.00
|Chmma1:gg[' am |
900- 5] 08012018 43 [manipulated] RAC 102MP UW_VIS_1 WVL:210 nm
1 11-11.543
750 |
|2 - 17 880
625] (\| (0]
= ]
2 | ‘\ HN™ “Ph
g |
g 375
2
< |
2501 | | rac-9¢(Ph)
125 \ \
I [
\ } ".\h / \
o] e I : | i :
-100 L T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 16.0 200 280 20.0
Time [min]
Integration Results
No Peak Name Retzntion Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALmin mAL % % n.a.
1 11.543 432.000 852.514 49.90 55.03 na.
Z: 17.690 433.740 696.752 50.10 4497 na.
Total: 865.740 1549.307 100.00 100.00
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[Chromatogram

Absorbance [mAL]
3

rac-9d

250 17 08022018 #1 [manipulated) RAC103 LV_WIS_1WWL:210 nm
1 1-6103

300 {\ \2-B710
] O | /F'|

250

= | e _‘M
501 : : : > : : ; : : !
0.0 a0 4.0 5.0 8.0 100 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amaount
min mAU*min maAL % % n.a.
[ 8103 165 424 324 646 5107 5159 na
2 8710 158 478 304 626 4693 4841 na
Total: 323.902 629.272 100.00 100.00
mat
140 17 20022018 #2 [manipulated] RACEIP UV_\IS_2 WVL:254 nm
|1 - 6TE0.173
1204
] 0]
100] //lL\\\
HN
% &0+
8 go]
S
3
40
] rac-9e
20] ‘ ‘
/\/\‘A\ | | \ /“\
| — N—— — LA B N .
20 . T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 120 14,0 16.0 18.0 20.0
Time [min]
Integration Results
No Peak Names Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL"min mALl % % n.a.
1 9673 26.842 128.194 50.06 4906 na.
x 10.173 26.778 126417 49.94 50.04 na.
Total: 53.621 252 607 100.00 100.00
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|Chromatogram

1800 T 16102017 #4 [manipulated] RACT78 UV _WIS_2\WWL:254 nm
11-5.207
1 2.8.080
15004
] 0]
1250 k
] HN
% 1000 ]
8 ]
E 750
g ]
500
] rac-9f
250] \ ‘
o] i
_2 00 o T T T T T T T T T T T 1
0o 2.0 40 80 80 10.0 120 14.0 16.0 18.0 20.0)
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Name Retantion Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mALmin mAL % % na.
1 5207 230 827 1648 836 49 93 51.60 na
2 G060 230.986 1546 825 50.02 4840 na
Total: 461.812 3195.664 100.00 100.00
|Chromategram ]
1200 _ 1 13022018 #1 [manipulated] RAC UV_VIS_1 WVL:210 nm
4 12-21647
4 ll'
1000 - | |
| @)
1 |
800 - \ Y
] |1\- 17.4150 | H N
= . \
Z e00- [ \I
= i I,' \
3 | | '\ \
&
=l
5 400 ’ \ |
% - '
200 ||| \
] | \\d \ rac-9g
o —ILH__# L__ )I = .
-2 00 3 ) T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 30.0 35.0 40.0
Time [min]
Integration Results
Ne.  |Paak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
fin AL min mAL % % na.
I 17 150 1920193 727 619 50 60 3901 na
2 21647 1874 664 1137 586 49 40 6099 na
Total: 3794.868 18656.204 100.00 100.00
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|Chromatogram

45.0 - 13 08022018 #6 [manipulated] RAC105 AMIDA UV _VIS_2WVL 254 nm
: 11 - 19.367
40.04
] 0 |
30.0- HN )k
_ 12 - 25.460
= | | '\
= f |
8 20.0- \
2
] rac-9h \
10.0 \ \I
; I\ \
0.0} e r“\‘q\,&—«—r\J ee— ] J __f\,__r,_‘___,___J-J e |
5.0-! ; : 3 ; ; ]
0.0 5.0 10.0 1B.0 20.0 26.0 30.0
Tirme [min]
Integration Results
No Peak Name Retention Tima Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALI* min mALl Yo T na
1 19.367 21.900 414906 47.56 61.50 na.
3 25460 24.152 26.237 52.44 38.50 na.
Total: 46.052 68.144 100.00 100.00
[Chromatogram |
1400 1 11122017 #1 [manipulated) RAC UV_VIS_1 WVL:210 nm
1200'_ 11 - 14,150
1000 | \
: |
= 800+ \ 12-18.043 NH
E : l(\
fod || A
2 |
2 ]
2 400 \I | \
] | \ rac-9i
200 | \
] \ |
0 | J) \& - / |
-zm I r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
126 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.0 30.0
Time [min]
Integration Results
No Peak Name Retention Time Area Height Relative Arca Relative Height Amount
min mAU min mAU % % 1.8,
1 14.150 T12.689 1157163 40.47 50.73 na.
2 18.043 727.968 T80.118 50.53 40.27 na.
Total: 1440.656 1937.281 100.00 100.00
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Chromatogram

Absorbance [mAU]
m
2

(rac)-Rasagilina

1000 - 1 13032018 #1 [manipulated] RAC RAS UV_VIS_1 WVL:210 nm
] |1-14.213

ars|

750_‘ HN /\ 318710

625 \ ‘

250-|
] |
125 |It \
o —,}\_WA_N\_ _ﬂ_u| k o J \ :
-1°D:I T T T T T 1
0.0 80 10.0 15.0 20.0 250 30.0
Time [min]
Integration Results
No Peak Name Retention Tima Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL"min mAL % ] n.a
1 14213 438210 904356 4967 5457 na.
= 16.710 445 055 752.832 50.33 4543 n.a.
Total: 884.265 1657.189 100.00 100.00
2112_- ] £ - UTUEWTO H£ [TNdnipuiaeeay AL AU UV_VId I FYVLLIW
2.000| mAY
1 H:B&t:lgs
1,750 11-16.590 12 -20.290
1,500 OH
1,250 4 ®
OH
o ? (0] (S)
<+
750 QJ\ OJ\
e ] R> —
e (S)
] <
250 1
. AN A
; ] LN : L) LI
2833 min |
0.0 20 20 6.0 80 10.0 120 14.0 180 180 20,0 23.0 240 283
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| Chromatogram

450 B 05082019 #1 [manipulated] RAC Ket LY WIS 2 WWVL:254 nm
1 |1-13.807
400 /'\ |- 15 887
' i (-
] N
L OH ‘
2 L/ | |
8 200 ©
s rac-15
(=]
A - | |
) \
i ‘ | l\
0 pee Dt | " e 3
-50 g T T T T T T T T T 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 16.0 17.6 20.7
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL*min AU % % na.
1 13.807 217 437 412.585 408 89 5123 na.
2 15.967 218.354 382845 50:11 4877 n.a.
Total: 435.791 805.423 100.00 100.00
|chromatogram ]
250 7 18022019 #5 [manipulated] Rac Est Me UV VIS 2 WVL:254 nm
] (4-18783 . o
200] o | |
|
N
0] ~
150 \
B / || '\
T | o \ |
8 0] rac-16 '| '
£ \
5 o \ \
& i | II|
0
< | |
50 v
| \\j
ol [ . ) ol
-50 : r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 160 20.0 26.0 20.0
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min, mALU min mAL % % n.a.
1 18.783 186811 2207489 46.82 50.70 n.a.
2 20.873 212.174 223.385 53.18 40.30 n.4.
Total: 398.985 453.134 100.00 100.00

197



|chromategram

1400 -

17 12002019 #2 [manipulated]

Rac Ft

UV_\Vi5_1 WL 210 nm

| 1-10.447

A
|I |2+ 11 387

1200 r\
1000 | o
= 800 \ N
: il Ao
£ 00 \
2 ] | o
2 0] \ rac-17
] | \
200 } \ \J
- A
ol |(J\_ Y- W i S | e . |
200 , , , — —— — . . ]
0.0 25 5.0 75 10.0 128 1800 17.5 200 228 250
Time [min]
Integration Results
No Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALFmin mALl g % n.a
1 10,447 612.351 12B6.524 4507 51.54 na.
4 11367 719662 1209.510 54 03 48 46 na
Total: 1332.013 2496.034 100.00 100.00
|Chromatogram
1600 - '3 12092019 #3 [manipulated] Rac Prop UvV_WVIE_1 WWVL:210 nm
15001
. 1179857 40483
1250 f i
: \ 0
1000
L | N
=3 ] O
T 750° \ /
g ]
5 ]
£ 500 | o
£ HR rac-18
* ] |
250 ‘ \ \
] | N
4 ("I I\_ LY
04 1 S __.__.J \_'—\.
250
_400 : T T T T T T T T T T 1
0.0 28 50 75 100 12,8 16.00 17.8 200 225 25.0)
Time [min]
Integration Results
No.  [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Armount
min mAU min mAU %o % M.
1 B37T §23.215 1327.064 46.25 50.66 n.a.
2 10.453 724 300 12083364 53.75 49.34 n.a.
Total: 1347.524 2621.328 100.00 100.00
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Chromatogram

450, 2 12062018 #4 [manipulated] Rac Bu UV_VIS_2 WVL:254 nm
460+ 11 - 8.550
B0 ‘ |2 -9.957 (0]
B N
] | O
8 200- \
2"
=]
w
< | O
] ‘ rac-19
100 |
|
\
1 1
| | |\ \\\
o 1 d U N T —
-50 = r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 26 5.0 75 10.0 12,6 16.0 176 20.0 22 25.0
Time [min]
|Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Arnount
min mAU min mAL % % n.a.
1 B.550 116.788 384702 50.33 57.88 n.a.
2 9.057 115.267 270944 49.67 4212 n.a.
Total: 232055 BE4.647 100.00 100.00
Chromatogram |
1400 - 1 08102019 #1 [manipulated] Rac: Hx UV_VIS_1\WVL 210 nm
: 1 -7.747
] |2-9.283
1200 4
1000 |
] 0]
z N o
Z ]
2 o0 \ /
HE |
g 0]
A0 \ rac-20
1 |
200 | ll'
1 /
oll— P P - . k .
-200 _- r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5. 10.0 15.0 20.0 250 30.0
Time [min]
Integration Results
No FPeak Name Hetention Time Area Height Relative Area Relative Height Amouint
min mAL* min mALl % ) na
1 7.747 GB3.766 1264.4868 4999 5095 na.
2 9 283 6E63.084 1217153 5001 4005 na
Total: 1327.701 2481.639 100.00 100.00
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Datos cristalograficos de rayos-X para el compuesto (R)-7a.

Compuesto (R)-7a
Formula C11H15N0O2
Peso molecular 193.24

Tamaiio del cristal (mm)

0.65x0.32x0.52

Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P21
a (A) 9.7431 (4)
b (A) 9.8931 (4)
c (A 11.3533 (5)
V (A3 1046.50 (8)
Z 4
Densidad calculada (g/cm3) 1.227
Coeficiente de absorcion (mm) 0.68
F(000) 416.0
Longitud de onda (A) 1.54184
Temperatura (K) 566
Intervalos de 6 4-71°
Flack 0.154 (13)
p min -0.168
p max 0.353
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