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DESCRIPCION

La presente invencién trata de un proceso para preparar un tercer componente por conversion catalitica de un primer
componente y un segundo componente. Mas particularmente, la invencion se refiere a un proceso para la preparacion
estéreo selectiva de un tercer componente por reaccion de un substrato que comprende un primer componente
enantiomérico con un catalizador de racemizacion y también reaccionando el segundo componente enantiomérico, en la
presencia de un enzima.

Los catalizadores son materiales que actdan para aumentar las velocidades de reacciones sin consumirse ellos mismos
por la reaccion. Los enzimas son catalizadores biolégicos que en muchos casos son suficientemente eficaces para
reducir las energias de activacién de reaccién hasta el punto donde la reaccién se vuelve limitada en difusion.

Una caracteristica que se destaca de la catalisis enzimatica es la especificidad de substrato observada, lo cual
determine la funcién biolégica. Algunos enzimas utilizan solamente un substrato biolégico y se dice que exhiben
especificidad absoluta de substrato. Por ejemplo, la glucocinasa catalizara la transferencia de fosfato de ATP a glucosa
pero no a otro azucar. Otros enzimas exhiben especificidad de substrato mas amplia y son capaces de utilizar moléculas
estructuralmente relacionadas que son a menudo diferentes a sus substratos naturales. Se dice de estos enzimas que
exhiben especificidad de grupo relativa. Un ejemplo de este tipo de enzima es lipasa Candida cylindracea (C.
cylindracea), que catalizara una reaccion de transesterificacion entre una variedad de donantes acil y receptores acil.
Ademas de la especificidad quimica, los enzimas también exhiben especificidad estereoquimica.

La Uniéninternacional de Bioguimica ha clasificado enzimas en seis categorias segun el tipo de reaccién que catalizan.

Las oxidoreductasas catalizan reacciones de oxidacion y reduccion. Mas particularmente, catalizan la oxigenacion de
enlaces C-H, C-C y C=C y la extraccién o la adicién de equivalentes de &tomo H.

Las transferasas catalizan la transferencia de varios grupos tales como aldehido, cetona, acil, azucar, fosforil o grupos
metil.

Las hidrolasas catalizan la disgregacion de, inter alia, ésteres, amidas, lactonas, lactamas, epdxidos, nitrilos, anhidridos
y glucésidos por hidrdlisis.

Las liasas catalizan la adicion y eliminacion de pequefias moléculas sobre enlaces C=C, C=Ny C=0.
Los isomerasas catalizan las reacciones de isomerisacion tal como racemizaciones y epimerisaciones.
Las ligasas catalizan la formacion y la escision de enlaces C-O,C-S,C-N,y C-C con escisién concomitante de trifosfato.

En la naturaleza, algunos enzimas funcionan dentro o en la capa lipidica dentro de una membrana celular. Las lipasas,
por ejemplo, son activas en la interfaz agua-lipido. La capa de lipido facilita un entorno no-acuoso y no-polar para el
trabajo del enzima.

Los catalizadores enziméticos son también utilizados comercialmente en numerosos procesos con el fin de utilizar de
sus estereoselectividad. Por ejemplo, enzimas de la clase hidrolasa (proteasas y lipasas) son utilizados comercialmente
para la resolucién de mezclas racémicas de alcoholes secundarios y acidos carboxilicos, en la conversion de
componentes proquirales y centrosimétricos en componentes quirales y en la desimetrizacion de componentes meso.
Los enzimas operan de manera mas eficaz en disolventes no-polares organicos, tal como hexano. Aumentar la
polaridad del disolvente tiende a resultar en una desactivacion rapida del enzima y/o una velocidad reducida de
reaccion.

Seria deseable mejorar los procesos comerciales catalizados por enzimas mejorando la velocidad de reaccion,
selectividad y/o conversién a productos. Seria también deseable emplear un disolvente que sea capaz de disolver una
amplia gama de substratos de reaccion, que mitigue la desactivacion del enzima durante la reaccion y que permita a un
enzima dado ser utilizado de manera eficaz través de un gran gama de substratos.

En particular, hay una necesidad para un proceso catalizado enzimaticamente que puede convertir estereo-
selectivamente un primer componente en un segundo componente mas eficazmente que los procesos que son
utilizados comercialmente hoy.

WO 2004/083444 revela un proceso para preparar un segundo componente estereo-selectivamente cuyo proceso
incluye reaccionar un material de partida o substrato incluyendo al menos un primer componente con un reactivo en la
presencia de un catalizador biolégico y un disolvente conteniendo al menos uno (hidro) fluorocarburoo.

Un inconveniente de este proceso de la técnica anterior es que la reaccién de un racemato para dar el producto
enantiomérico deseado selectivamente tiene un maximo rendimiento teérico de 50 %. Por consiguiente, aunque el
material enantiomérico de entrada de interés puede ser completamente convertido selectivamente para dar el producto
enantiomérico deseado, el material enantiomérico de entrada no deseado se queda sin reaccionar. Esto es no sélo
inecondmico, sino que el material no querido de entrada también tiene que estar separado del producto deseado. Es por
consiguiente deseable mejorar la eficiencia de este tipo de reaccién.



10

15

20

25

30

35

ES 2360245 T3

Un proceso conocido es resolucion cinética dinamica (RCD) que utiliza dos reacciones con el fin de mejorar la eficiencia
de este tipo de proceso. Un ejemplo del proceso RCD es dado en el documento Choi J.H et al., Angew.Chem.Int.Ed.
2002, vol.41, no.41, p. 2373-2376.

Como mostrado abajo en el esquema 1, el proceso de la técnica anterior discutido arriba puede empezar con una
mezcla o un racemato de materiales enantioméricos de entrada, mostrados como R y S. Un proceso estéreo-selectivo
puede dar el producto deseado P desde el isémero de entrada R con preferencia al producto no deseado Q del isémero
S. Eso es debido a la naturaleza selectiva del catalizador utilizado, con la velocidad de reaccion del material de entrada
R siendo mucho mayor que la del material de entrada S. Por consiguiente, en este proceso anterior el producto deseado
P puede ser formado en un maximo de rendimiento de un 50 %, basado en los componentes de entrada Ry S.

1
R——1 o P
rapido 50% rendimiento
ks
S = Q
lento
Esquema |

Como mostrado abajo en el esquema 2, el uso de resolucién cinética dinAmica puede mejorar este rendimiento. Este
proceso corresponde al proceso conocido mostrado en el esquema 1 con la adicidon de una reaccion de racemizacién o
equilibrio entre los materiales de entrada R y S. Por consiguiente como el material de entrada R es reaccionado para dar
el producto P deseado, la racemizacion concurrente o simultanea forma méas del material de entrada R desde el material
de entrada S. Por consiguiente, a medida que el material de entrada R es eliminado de la reaccion por la conversion al
producto P, esto conduce la conversion gradual del isomero S al isomero R. Por lo tanto, esto permite que el producto P
sea formado desde una mezcla de los materiales de entrada S y R en un méaximo de un 100 % de rendimiento.

R b
rapido 100% rendimiento
Koo
'ICS
s Q
lento

Aunque ejemplos de las reacciones de resolucion cinética dindmica son conocidos, sufren generalmente de numerosos
inconvenientes. Un inconveniente es que las mezclas de reaccion a menudo utilizan disolventes tal como tolueno. Sin
embargo, disolventes tales como tolueno no son los disolventes ideales para utilizar en combinacion con todos los
componentes deseados de la mezcla de reaccion. También es a menudo necesario calentar la mezcla de reaccion para
hacer refluir dentro disolventes tales como tolueno, con el resultado de que la temperatura alta o degrada los
catalizadores o impide el uso de los catalizadores deseados.

Las reacciones de resolucion cinética dindmica a veces utilizan un catalizador de racemizacién que comprende un metal
0 un complejo conteniendometal, en combinacién con un catalizador bioldgico estéreo-selectivo tal como un enzima. Sin
embargo, la el catalizador de racemizacion y el catalizador biolégico a veces tienen requerimientos de disolvente
diferentes con el fin de trabajar de manera eficaz. Por ejemplo, el catalizador de racemizacion puede requerir
temperaturas elevadas con el fin de funcionar a una velocidad aceptable, tales temperaturas siendo perjudiciales para la
longevidad del enzima. De manera similar, el catalizador de racemizacion puede solamente tener una solubilidad
adecuada en un disolvente en el cual la actividad del enzima es reducida en gran manera o en el cual el enzima es
degradado. La solubilidad y compatibilidad de otros componentes de la mezcla de reaccién con el disolvente también
deben ser consideradas. Estos factores incluyen la solubilidad y la compatibilidad de los materiales de entrada,
cualquier reactivo, co-catalizadores y co-disolventes.

Por lo tanto, existe una necesidad de proveer un proceso de resolucién cinético dinamico mejorado.

Segun un aspecto de la invencién, es facilitado un proceso para preparar un tercer componente estéreo-selectivo segun
la reivindicacion 1, cuyo proceso comprende:

Reaccionar un substrato que comprende un primer componente enantiomérico con un catalizador de racemizacion para
dar un segundo componente enantiomérico, y concurrentemente reaccionar el segundo componente enantiomérico en
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la presencia de un enzima, para dar el tercer componente, en donde la el catalizador de racemizacién comprende un
metal,

en el cual el proceso es realizado en un disolvente conteniendo al menos un (hidro)(hidro) fluorocarburo Ci.10 y en el
cual el primero y el segundo componente son seleccionados de alcoholes, acidos carboxilicos, ésteres de &cido
carboxilico, ésteres de aminoacidos, aminas, tioles, y amidas.

De manera conveniente, el enzima es una hidrolasa.

De manera ventajosa, el enzima es seleccionado de los proteasas y lipasas.

Preferiblemente, el enzima es parte de un cultivo de célula entera.

De manera ventajosa, el primero y el segundo componentes enantioméricos son isémeros Ry S de un componente.
De manera preferible, el subastarte comprende un racemato del primer y segundo componentes enantioméricos.
De manera conveniente, el substrato no es un racemato del primer y segundo componentes enantioméricos.

De manera conveniente, el al menos un hidrofluorocarburo Ci.;p es seleccionado del grupo consistiendo de
difluorometano (R-32), pentafluoroetano (R-125), 1,1,1-trifluoroetano (R-143a), 1,1,2,2-tetrafluoroetano (R-134), 1,1,1,2-
tetrafluoroetano(R-134a),  1,1-difluoroetano  (R-152a), 1,1,1,3,3-pentafluoropropano  (R-245fa), 1,1,1,2,3,3-
hexafluoropropano (R-236ea) y 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (R-227ea), 2,3,3,3-tetrafluoropropeno (R-1234yf),
1,3,3,3-tetrafluoropropeno (R-1234ze) and (2)-1,3,3,3-pentafluoropropeno (R-1225ye).

De manera ventajosa, el disolvente incluye al menos uno de 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (R-227 ea) y 1,1,1,2-
tetrafluoroetano (R-134 a).

De manera preferible el disolvente incluye iodofluorometano (CF 3l).

De manera ventajosa al menos un (hidro)fluorocarburo es utilizado en combinacion con un co-disolvente.
De manera conveniente el co-disolvente esta libre de halégeno.

De manera ventajosa el disolvente esta en estado liquido.

De manera preferible, el proceso es conducido en la presencia de agua a un nivel que es menos que el requerido para
que el agua forme unafase acuoso separada en el sistema de reaccion.

De manera conveniente la cantidad de agua utilizada esta por debajo del nivel de saturacion para el disolvente.

De manera ventajosa, la cantidad de agua que es utilizada es menos de 1% en peso de agua basado en el peso total
del disolvente.

De manera preferible, el enzima es Subtilisin Carlsberg.

De manera ventajosa, el catalizador de racemizacion incluye un complejo metalico.
De manera preferible, el metal es paladio.

De manera conveniente, el catalizador de racemizacion incluye paladio sobre carbono.
De manera ventajosa el metal es rutenio.

De manera conveniente, el catalizador de racemizacién incluye un complejo de rutenio (Il) y al menos un ligante
aromético o heteroaromatico.

De manera preferible, el catalizador de racemizacion comprende clozodicarbanilo[1-(i-propylamino)-2,3,4,5-
tetrafenilciclopentadienil]  rutenio  (ll), 1 hidroxitetrafenilciclopentadienil(tetrafenil-2,4-ciclopentadien-1-uno)-mu
hidrotetracarbonildirutenio (I1), o dimero dicloro(p-cimeno)rutenio(ll).

De manera conveniente, el segundo componente enantiomérico reacciona con un reactivo en la presencia del enzima
para formar el tercer componente.

De manera ventajosa el reactivo es un donante de acil.
De manera preferible, el reactivo es un alcanoato de vinilo o un alcanoato de isopropenilo.
De manera ventajosa, el reactivo es acetato de vinilo.

La invencion sera ahora descrita, a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos acompafiantes en los cuales:
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Figura 1 es un grafico mostrando la disminucién en exceso enantiomérico (ee) de (S)-1-fenil-2-propanol con
catalizador de racemizacion 3, y

Figura 2 es un grafico mostrando la disminucion de un exceso enantiomérico (ee) de S-1-fenil-1-etanol con
catalizador de racemizacion 3.

El proceso de la presente invencién convierte un segundo componente en un particular tercer componente quiral o
componentes estéreo-selectivamente. De esta forma queremos significar que el segundo componente, aunque capaz,
en un principio, de reaccionar para formar una mezcla de estereoisémeros, reacciona preferiblemente o selectivamente
bajo la influencia del catalizador biolégico para dar predominantemente y con preferencia exclusivamente un producto
enentiomérico particular. Mas particularmente, la conversion del material de partida o substrato es tal que el
enantiomero deseado es formado a un exceso enantiomérico mayor que 50%, mas preferiblemente mayor que 70% y
particularmente mayor que 90%.

El proceso de la presente invencion puede facilitar buenas conversiones del segundo componente al tercer componente
a altas estereo-selectividades. Las conversiones y estéreo-selectividades pueden ser mejores que las que se pueden
conseguir en los procesos comerciales conocidos que utilizan disolventes de hidrocarburo convencionales tal como
hexanoe. Ademas, el proceso puede proceder a una velocidad mas rapida y/o a temperaturas menores que los
procesos conducidos en disolventes convencionales de hidrocarburo u otros orgénicos.

También se cree que el disolvente o los disolventes de (hidro)fluorocarburo que son utilizados en el proceso presente
pueden resultar en menor degradacion del enzima que cuando la misma reaccién es conducida utilizando disolventes de
hidrocarburo convencionales tal como hexano. Esto, a su vez, podria permitir que un proceso continuo tuviera lugar
durante un periodo de tiempo més largo antes del cambio del catalizador o en un proceso de lote podria permitir al
catalizador ser re-utilizado un mayor nimero de veces. Esto también se aplica al catalizador de racemizacion. La
facilidad de eliminacion de los disolventes de (hidro)fluorocarburo puede ayudar a la facil recuperacion de catalizadores
y productos y ser particularmente beneficiosa para materiales térmicamente labiles.

El proceso de la presente invencién también implica la conversion de un primer compuesto al segundo compuesto. Esto
significa que el primer compuesto enantiomérico es convertido en el segundo compuesto enantiomérico, utilizando un
catalizador de racemizacion.

Los primeros y los segundos componentes se diferencian por tener un centro quiral de configuracion opuesta. Por
consiguiente, si el primer componente tiene un centro quiral de configuracion R, el segundo componente tendra el centro
quiral con una configuracién S. La racemizacion puede proceder directamente del primero al segundo componente
enantiomerico, o puede proceder a través de otro componente, tal como un intermediario aquiral o proquiral. Este
proceso de racemizacion ocurre concurrentemente o simultineamente con la reaccion estéreo-selectiva para dar el
tercer componente. De manera general, esto significa que la reaccion es un proceso en un solo tubo en la presencia del
primer componente enantiomérico, el segundo componente enantiomérico, el catalizador de racemizacion, el enzima,
cualquier reactivo requerido y el disolvente. Cuando el segundo componente enantiomérico es reaccionado
selectivamente para formar el tercer componente, el primer componente enantiomérico es “estirado a través” al segundo
componente enantiomérico y después sobre el producto deseado. Es facilmente aparente que el catalizador de
racemizacion no necesita lograr una mezcla racémica completa en cualquier momento particular; solamente una porcion
del primer componente no reaccionado necesita ser convertida.

El proceso de la presente invencién es conducido en la presencia de un disolvente que contiene al menos un (hidro)
fluorocarburo Cji.10. Por el término “(hidro)fluorocarburo” nos referimos a un componente seleccionado del grupo
incluyendo el hidrofluorocarburos, fluoroiodocarburos y perfluorocarburos. Por el termino “hidrofluorocarburo” nos
referimos a un componente que contiene solamente carbono, hidrégeno y atomos de fltor. Los hidrofluorocarburos
pueden ser saturados, no-saturados, aciclicos o aromaticos. Los disolventes de hidrofluorocarburo son preferidos.

El disolvente estd usualmente en estado liquido, aunque no se descarta el uso de fluidos supercriticos. Un fluido
supercritico es un fluido a una temperatura y una presion por encima de su punto termodinamico critico. Donde el
disolvente incluye uno o mas componentes de ebullicién baja que son gases en una temperatura ambiente, el estado
liquido deseado puede ser alcanzado refrigerando el disolvente a una temperatura baja adecuada y/o sometiéndolo a
presiones super-atmosfericas en algin punto en el proceso. Una o ambos de estas medidas pueden ser aplicadas antes
o después que el disolvente (hidro)fluorocarburo sea mezclado con el substrato a reaccionar y, si es necesario,
continuamente durante el proceso.

Los (hidro)fluorocarburos adecuados pueden ser seleccionados de los (hidro) fluorocarburos Ci.10, particularmente los
Ci.sy especialmente los Cj.a.

[0059]Los hidrofluorocarburos preferidos son seleccionados de los (hidro) fluoroalcanos C1-10, particularmente los C1-5
y especialmente los C1-4, y los hidrofluoroalquenos C2-5. Los hidrofluorocarburos convenientes incluyen
hidrofluorometanos, tal como trifluorometano (R-23), fluorometano (R-41) y difluorometano (R-32); hidrofluoroetanos, tal
como pentafluoroetano (R-125), 1,1,1-trifluoroetano (R-143a), 1,1,2,2-tetrafluoroetano (R-134), 1,1,1,2-tetrafluoroetano
(R-134a) y 1,1-difluoroetano (R-152a); hidrofluoropropanos, tal como 1,1,1,3,3-pentafluoropropano (R-245fa), 1,1,2,2,3-
pentafluoropropano (R-245ca), 1,1,1,2,3-pentafluoropropano (R-245eb), 1,1,2,3,3-pentafluoropropano (R-245ea),
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1,1,1,2,3,3-hexafluoropropano (R-236ea), 1,1,1,2,2,3-hexafluoropropano (R-236c¢b), 1,1,1,3,3,3-hexafluoropropano (R-
236fa), 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (R-227ea) y 1,1,1,2,2,3,3-heptafluoropropano (R-227ca); hidrofluoropropenos,
incluyendo tetrafluoropropenos como 1,1,1,2-tetrafluoropropeno (R-1234yf) y pentafluoropropenos como (Z)-1,1,1,2,3-
pentafluoropropeno (R-1225ye); e hidrofluorobutanos, tal como 1,1,1,3,3-pentafluorobutano (R-356mfc).

Los hidrofluorocarburos preferidos son R-32, R-134a, R-134, R-152a, R-143a, R-125, R-245fa, R-236ea y R-227ea que
son todos de baja ebullicién haciendo su eliminacién de la mezcla de reaccion al final del proceso relativamente facil.

De éstos, R-227ea y R-134a son preferidos particularmente.

Los fluoroiodocarburos incluyen trifluoroiodometano y pentafluoroiodoetano. De estos el trifluoroiodometano es
preferido.

Los disolventes conteniendo mezclas de dos o mas (hidro)fluorocarburos pueden ser utilizados si se desea.

El disolvente que es utilizado en el proceso de la presente invencion también puede incluir un co-disolvente orgénico en
adicion al (hidro)fluorocarburo.

Los co-disolventes adecuados incluyen, inter alia, compuestos libres de fluor y mas particularmente libres de halégeno.
Los co-disolventes libres de halégeno adecuados tendran tipicamente un punto de ebullicibn de 200°C o menor, por
ejemplo enla gama entre — 85 a 200°C. Los co-disolventes preferidos tienen un punto de ebullicién de 120°C o menor,
por ejemplo en la gama de entre -85 a 120°C, mas preferiblemente 100°C o menor, por ejemplo en la gama de entre —
70 a 100°C, y particularmente 10°C o menor, por ejemplo en la gama de -60 a 10°C.

Mezclas de dos o més co-disolventes pueden ser utilizados si se desea.

Los co-disolventes adecuados pueden ser seleccionados decompuestos de hidrocarburos C;.g, particularmente los Cz.4
por los cuales nos referimos a los componentes conteniendo solamente carbono y &tomos de hidrégeno. Los
hidrocarburos adecuados incluyen los alcanos y cicloalcanos, con alcanos como etano, n-propano, i-propano, n-butano
y n-pentano siendo preferidos.

Otros co-disolventes adecuados incluyen los éteres de hidrocarburo, por los cuales nos referimos a componentes
teniendo la formula R*-O-R? en lo cual R1 y R2 son grupos de hidrocarbilo independientes conteniendo solamente
carbono y atomos hidrégeno, como grupos alquil Cis y particularmente C1-3. Los éteres de dialquil convenientes
incluyen éter dimetil,éter metil etil y éter dietil.

Los co-disolventes todavia mas convenientes pueden ser seleccionados de aminas, amidas, sulféxidos, alcoholes,
cetonas, &cidos carboxilicos, derivados de &cido carboxilico, &cidos inorganicos y nitrocompuestos.

Las aminas adecuadas incluyen amoniaco, mono-, di-, y tri-alquilaminas como metilamina y trietilamina.

Los co-disolventes amida convenientes incluyen el N,N’-dialquilamidas y alquilamidas, por ejemplo dimetilformamida y
formamida.

Los co-disolventes sulféxido convenientes incluyen el dialquilsulféxidos, por ejemplo, dimetilsulféxido.

Los co-disolventes de alcohol convenientes incluyen los alcoholes alifaticos, particularmente los alcanoles. Los
alcanoles adecuados pueden ser seleccionados del C 1-6, particularmente los alcanoles C1-3 como metanol, etanol, 1-
propanol y 2-propanol.

Los co-disolventes de cetonas convenientes incluyen los cetonas alifaticas, particularmente los cetonas dialquil como
acetona.

Los co-disolventes de acido carboxilico convenientes incluyen acido férmico y acido acético.

Derivados de acido carboxilico adecuados para la utilizacion como co-disolventes incluyen los anhidridos, por ej. el
anhidrido acético, y los C1-6, particularmente los C1-3 ésteres alquil de C1-6, particularmente C1-3 acidos alcanoicos,
por ej. Acetato de etilo.

Los nitrocompuestos adecuados para utilizacion como co-disolventes incluyen los nitroalcanos y componentes
nitroarilo, por ej. nitrometano y nitrobenzeno.

Aunque no es preferido, cuando un co-disolvente orgénico es utilizado la mezcla de disolvente incluird tipicamente
desde 80.0 hasta 99.0 % en peso del (hidro)fluorocarburo y desde 1 a 20 % en peso del co-disolvente. Preferiblemente,
la mezcla de disolvente incluird desde 90.0 a 99.0 % en peso del (hidro)fluorocarburo y desde 1 a 10.0 % en peso del
co-disolvente. Cuando la polaridad del co-disolvente aumenta, se desea generalmente utilizar menos del co-disolvente
con el fin de evitar cualquier problema con la desactivacién del enzima.

De manera preferible, no se afiade agua a las reacciones. Sin embargo el proceso de la presente invencion puede ser
conducida en la presencia de al menos una pequefia cantidad de agua. La cantidad de agua que puede ser utilizado

6



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2360245 T3

sera usualmente tal que el agua no forma una fase separada en el sistema de reaccién. Esto es porque un objetivo del
proceso presente es tener la funcion de enzima en un ambiente que se componga de manera predominante del
disolvente (hidro)fluorocarburo. Preferiblemente, la cantidad de agua es mantenida por debajo del nivel de saturacion
del disolvente utilizado. Mas preferiblemente, la reaccion es conducida en la presencia de menos de 1 % en peso del
agua en base al peso total del disolvente. La ausencia de agua en fase libre es una ventaja particular en los casos en
donde los substratos, productos o catalizadores de racemizacién son sensibles al agua.

El proceso de la presente invencién es conducido en la presencia de un enzima. El enzima debe, por supuesto, ser
capaz de catalizar una conversion estéreo-selectiva del segundo componente en el tercer componente. En algunas
circunstancias, puede ser beneficiaoso 0 necesario incluir componentes adicionales tal como co-factores.

Tipicamente, el proceso de la presente invencidon sera conducido en la presencia de un solo enzima, aunque no
descartamos la posibilidad de que puedan usarse mezclas de catalizadores.

[0082] Los enzimas adecuados para el uso en el presente proceso pueden ser seleccionados de cualquier de las seis
clases de enzimas que han sido identificados arriba.

Los enzimas pueden ser discretos en el sentido que han sido aislados del tejido bioldgico en el cual residen
normalmente o producidas por sobreexpresion en un organismo huésped. Los enzimas discretos pueden ser utilizados
como son o pueden ser liofilizados utilizando procesos de literatura estandard, por ejemplo, como descrito en Fitzpatrick,
P. A., Klibanov, A. M., J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 3166. Sin embargo, hemos encontrado que al menos algunos
enzimas son capaces de funcionar tan eficazmente en un disolvente (hidro) fluorocarburo sin liofilizacién previa, por
consiguiente ofreciendo el potencial de evitar una etapa significativa del proceso.

Los enzimas, liofilizados o no, suelen ser inmovilizados utilizando métodos estandar de literatura. Por ejemplo, los
enzimas pueden ser inmovilizados en una matriz insoluble, sélida por ejemplo por absorcion o vinculo fisico. Las
matrices convenientes incluyen, inter alia, cristal, tierra de diatomeas, silice y polimeros organicos como homopolimeros
y copolimeros de poliestireno y poliacrilato.

Los enzimas pueden ser utilizados sin estar inmovilizados.

De manera alternativa, los enzimas pueden formar parte de un cultivo celular entero como un cultivo de célula viva, por
ejemplo Lactobacillus acidophilus, un cultivo celular restante, por ejemplo la levadura seca de panaderia que puede ser
activada por agua caliente o un cultivo celular no viable que contiene el enzima y los cofactores requeridos, por ejemplo,
una levadura muerta. El cultivo de célula entera conteniendo el enzima serd a menudo inmovilizado en una matriz
insoluble solida, por ejemplo por absorcion o vinculo fisico, utilizando procesos estandares de literatura. Las matrices
discutidas arriba pueden ser utilizadas para este propésito. Los cultivos pueden ser utilizados sin existir inmovilizacion.

Los enzimas preferidos para uso en el proceso de la presente invencion incluye los de la categoria hidrolasa. Enzimas
particulares son las proteasas, tal como Subtilisin carlsberg y Subtilisin BPN, las lipasas, tal como Novozym 435, lipasa
Porcine pancreatic, lipasa Candida antarctica B y lipasa Pseudomonas cepacia y las glucosidasas tales como a-y -
galactosidasa de Aspergillus orgzea.

El proceso de la presente invencion es conducido en la presencia de un catalizador de racemizacion. Por “catalizador de
racemizacion ” nos referimos a un catalizador que es capaz de convertir un primer componente enantiomérico en un
segundo componente enantiomérico por inversion de la configuracion de un centro quiral. Esta conversidon puede ser
directa o puede proceder via un componente intermediario, tal como un componente aquiral o proquiral. Los
catalizadores de racemizacion preferidos comprenden un metal, tal como un metal de transicién. En particular, los
catalizadores de racemizacion conteniendo complejos de rutenio (II) son preferidos. Particularmente preferidos son los
complejos Ru (II) comprendiendo ligandos de hidrocarburos aromatica o heteroaromatico sustituido.

Los tres catalizadores de rutenio mostrados abajo son preferidos.

Pl ™ teaBh ci
Fh&,rm'm o Ph Ph Bh N /C Ruf
P b P :)1 H Bh /q U\ -~
ocmRuy ¥ R ¢ o
oc” oc’ds Lo :
1 2 3

El catalizador de racemizacion 1 es un clorodicarbonilo [1-(i-propilamina)-2,3,4,5-tetrafenilciclopentadienil]rutenio (11), el
catalizador racemizacion 2 es 1-hidroxitetrafenilciclopentadienil(tetrafenil-2,4-ciclopentadien-1-uno)-mu-
hidrotetracarbonildirutenio (ll), y el catalizador de racemizacion 3 es dimero dicloro (p-cimeno)rutenio (I1).
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El catalizador de racemizacién es tipicamente utilizados en mayores cantidades que el catalizador biolégico, por
ejemplo, el catalizador de racemizacion es utilizado en la gama desde 0,01 a 30 mol %, preferiblemente 2 a 20 mol %, y
mas preferiblemente 4 a 10 mol % respecto al substrato.

El proceso es generalmente conducido a una temperatura que provee una tasa aceptable de reaccién y de solubilidad
del componente y que evita degradacién importante de los componentes de la mezcla de reaccion, incluyendo el
catalizador biolégico, el catalizador de racemizacion, el primer componente(s), segundo componente(s) y el tercer
componente(s). Tipicamente, el proceso es conducido a una temperatura en la gama de-60 a 120 grados C
preferiblemente en la gama de -30 a 80 grados C y particularmente en la gama de 0 a 60 grados C., por ejemplo a cerca
de 20 grados C.

El proceso puede ser conducido a presiones atmosférica, subatmosférica o supraatmosférica. La presion precisa de
operacion dependera, inter alia, del disolvente que es utilizado, particularmente su punto de ebullicion. Las presiones
absolutas preferidas de operacién estan en la gama de 0.1 a 200 bar, mas preferiblemente en la gama de 0.5 a 30 bary
particularmente en la gama de 1 a 15 bar.

La relacion del peso del disolvente de (hidro)fluorocarburo al substrato a reaccionar esta preferiblemente en la gama de
1:1 a 1000: 1, mas preferiblemente en la gama de cerca de 1:1 a 500:1 y particularmente en la gama de 1:1 a 10 :1. El
catalizador biolégico es tipicamente utilizado en muy pequefias cantidades, por ejemplo en la gama de 10 a 10™ mol %
de catalizador respecto al substrato. La cantidad precisa dependera de la actividad del enzima.

El proceso de la presente invencion puede ser aplicado de manera util a varias conversiones estéreo-selectivas. Es
particularmente Gtil para preparar compuestos que pueden ser utilizados como productos intermedios o finales en la
manufactura de composiciones farmacéuticas, de sabor y perfume, control de insectos, y el control de las enfermedades
de plantas.

En una realizacién, el proceso de la presente invencion es utilizado para resolver una mezcla racémica por reaccion de
esa mezcla con un reactivo en la presencia del enzima y del disolvente (hidro)fluorocarburo con el fin de hacer
reaccionar de manera preferencial o selectiva uno de los enantiémeros que forman la mezcla racémica para formar un
nuevo componente enantiomérico mientras se deja el otro enantiomero sin reaccionar en gran medida o completamente.
Ese enantidbmero sin reaccion es racemizado por el catalizador de racemizacion para formar el enantiomero que si
reacciona con el enzima. Por consiguiente, cuando el enantiomero deseado es formado del enantiGmero no deseado, el
enzima reacciona selectivamente con el deseado enantidmero para dar el producto enantiomérico.

La mezcla racémica incluye los isémeros enantioméricos Ry S de un material de partida. Preferiblemente, los isémeros
Ry S estan inicialmente presentes en cantidades iguales. De manera alternativa, los isémeros pueden ser presentes en
cantidades desiguales.

De acuerdo con lo anterior, en una realizacion de la presente invencion se facilita un proceso para resolver una mezcla
racémica cuyo proceso incluye reaccion de la mezcla con un reactivo en la presencia de un enzima y de un disolvente
conteniendo al menos un (hidro) fluorocarburo con el fin de convertir preferiblemente o selectivamente uno de los
enantiomeros formando la mezcla racémica en un nuevo compuesto enantiomérico. El proceso es realizado en la
presencia de un catalizador de racemizacion que convierte el compuesto de entrada enantiomérico sin reaccién al
componente de entrada enantiomérico preferido. Este, el compuesto de entrada enantiomérico no deseado no deseado
es convertido al producto enantiomérico deseado via el preferido compuesto enantiomérico de entrada.

La mezcla racémica que es resuelta segun esta realizacion de la presente invencién puede incluir alcoholes Ry S,
ésteres o acidos carboxilicos Ry S, ésteres amino acidos, aminas Ry S, tioles Ry S 0 amidas R y S. Preferiblemente,
la mezcla incluye ésteres amino-acidos R y S. Esta resolucion particular es realizada transformando preferencial o
selectivamente un grupo funcional ligado al carbono(s) quiral de sea el enantiomero R o S. El catalizador de
racemizacion incluye preferiblemente rutenio.

En una realizacién, el proceso de la presente invencion es utilizado para resolver 1-fenilethanol racémico, por una
reaccion de transesterificaction en la cual el grupo OH o el enantibmero R o el S es intercambiado de manera
preferencial y selectiva preferiblemente por reaccién con un reactivo. El reactivo que es utilizado es preferiblemente un
donante acil, por ejemplo, un éster enol, tal como un alcanoato vinil o isopropenilo, o un ester enol alcoxi. El reactivo
preferido es un acetato de vinilo. De manera ordinaria, es el enantidmero R el que surge de la transesterification. El
enzima es preferiblemente una lipasa, por ejemplo lipasa candida antarctica B.

El ratio molar del 1-fenilethanol al donante acil esta preferiblemente en la gama de 1:0.1 a 1:100, mas preferiblemente
en la gama de 1:1 a 1:50, por ejemplo 1:20.

El tiempo de reaccion esta tipicamente en la gama de 0.1 a 48 horas, preferiblemente en la gana de desde 1 a 36 horas
y particularmente en la gama de 1 a 24 horas.

La transesterification preferencial/selectiva del enantiomero R o S (normalmente el enantiomero R) del 1-fenilethanol
racémico es tal que el enantiomero deseado es tipicamente formado a un exceso enantiomérico de mas que 50%
preferiblemente de mas que 70 % y particularmente mas que 90 %, por ejemplo 100%.
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La resolucién del 1-fenilethanol racémico sin racemizacion concurrente utilizando acetato de vinilo y asumiendo un
exceso enantiomérico de 100% del enantiomero R es mostrado en el esquema 3.

y o . enzima Ao "
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Segun una realizaciéon de la presente invencion, la reaccién de arriba es realizada con racemizacion in situ, es decir,
resolucion cinética dinamica. El proceso es mostrado abajo en el esquema 4.

OH o DAc OH

Rj\ PN M enzima A~ L J

catalizacion de racemizacion

La reaccion de resolucion cinética dindmica en el esquema 4 corresponde a la mostrada en el esquema 3 arriba con la
excepcion de que el alcohol sin reaccionar S es al menos parciamente racemizado para dar algo del isémero R que
reacciona con el catalizador bioldgico para dar el producto deseado. En contraste con la reaccién mostrada arriba en el
esquema 3, la reaccion de la resolucion cinética dindmica mostrado en el esquema 4 puede incrementar el rendimiento
teérico maximo desde 50% a 100 %, mientras reteniendo el maximo tedérico ee de 100%.

El proceso de la presente invencién puede ser operado en un modo de lote o continuamente. Donde un disolvente
(hidro)fluorocarburo que tiene un punto de ebullicion por debajo del ambiente es utilizado, la vasija de reaccion serd
tipicamente una vasija de presidén que es capaz de aguantar altas temperaturas.

En el proceso de lotes, el disolvente (hidro)fluorocarburo es eliminado al final del proceso, por ejemplo, por evaporacién
rapida si el disolvente (hidro)fluorocarburo es un gas a temperaturas ambientes o por destilacién, para dar una mezcla
cruda de reaccion que puede ser purificada después, si se requiere, para aislar el producto deseado.

En un proceso continuo, una corriente reactiva incluyendo el disolvente (hidro)fluorocarburo y el reactivo es transportada
continuamente a través de una vasija de reaccion conteniendo el catalizador bioldgico y el catalizador de racemizacion.
El catalizador de racemizacion puede ser al menos en parte disuelto en el disolvente (hidro)fluorocarburo. Tipicamente,
la corriente reactiva es pasada sobre un lecho de catalizador(es) inmovilizados. La mezcla cruda de reaccion que sale
de la vasija de reaccién es luego tratada, por ejemplo, en un evaporador de disolvente, para quitar el disolvente
(hidro)fluorocarburo y recuperar el producto deseado que ha sido formado en el proceso. El disolvente
(hidro)fluorocarburo que ha sido eliminado puede ser condensado y reciclado si se desea para minimizar el uso de
disolvente. El material de partida sin reaccion y el catalizador de racemizacion también pueden ser reciclados si se
desea.

Donde el disolvente va a ser reciclado, un sistema adecuado de recuperacion para disolventes de punto bajo de
ebullicién, por lo cual nos referimos a disolventes teniendo un punto de ebullicion de 25 grados o menor, por ejemplo, 0
grados o menor, incluye un evaporador por el que se pasa la mezcla cruda de reaccion emergente desde el proceso, un
compresor para comprimir el vapor generado en el evaporador y un condensador para enfriar el vapor comprimido
emergente del compresor. Se elimina el disolvente de la mezcla cruda de reaccion en el evaporador por evaporacion
flash producida por succién del compresor y el vapor del disolvente asi generado luego pasa al compresor, que puede
ser un compresor de diafragma, donde es comprimido. Desde el compresor, el vapor de disolvente pasa al condensador
donde se refresca y vuelve a una forma liquida para recargarse al proceso o a un deposito de disolvente facilitando
disolvente al proceso. El condensador, que puede tomar la forma de un tubo espiral, puede ser dispuesto dentro del
evaporador con el fin de que el calor latente de la condensacion facilite al menos algo de la energia requerida para
evaporar el disolvente.

Un sistema de recuperacion adicional para disolventes de bajo punto de ebullicion comprende un circuito de reciclaje del
disolvente incluyendo un evaporador en el cual es pasada la mezcla de reaccion emergente del proceso y en el cual los
disolventes son evaporados y un condensador en el cual el vapor emergente desde el evaporador es enfriado y se
vuelve a una forma liquida para recarga al proceso o posiblemente a un depdsito de disolvente facilitando disolvente al
proceso. El calentamiento del evaporador y el enfriamiento del condensador puede ser llevado a cabo de manera
independiente, pero en una realizacién preferida se usa un sistema de bomba externa de calor para calentar el
evaporador y enfriar el condensador. El sistema de bomba externa de calor incluye un evaporador, un compresor, un
condensador y una valvula de expansion que se disponen de manera secuencial en un circuito a través del cual se hace
fluir un fluido de transferencia de calor. El evaporador del sistema de bomba externa de calor, que puede tener la forma
de un tubo espiral, esta dispuesto dentro o alrededor del exterior del condensador del circuito de reciclado de disolvente
de forma que la evaporacion del fluido de transferencia de calor en el evaporador enfria el condensador y facilita la
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condensacion del vapor de disolvente pasando a través el circuito de reciclaje del disolvente. El vapor generado en el
evaporador del sistema de bomba externa de calor es luego comprimido y pasa al condensador donde se condensa y
pierde calor. El condensador del sistema de bomba externa de calor, que también puede tomar la forma de un tubo
espiral, es dispuesto dentro o alrededor del exterior del evaporador del circuito de reciclado de disolvente de forma que
el calor latente de la condensacién asociado con la condensacion del fluido de transferencia de calor facilita el calor
requerido para evaporar el disolvente pasando a través del circuito de reciclaje del disolvente. El fluido de transferencia
de calor condensado es luego devuelto a través de una valvula de expansién al evaporador para completar el ciclo del
sistema de bomba externa de calor.

Como alternativa al sistema de bomba externa de calor, un fluido de transferencia de calor circulando externamente
puede ser utilizado para transferir el calor de la condensacion del disolvente a la vasija del evaporador para facilitar calor
para la evaporacioén del disolvente.

Cuando el proceso de la presente invenciéon esta completo, la mezcla cruda de reaccién puede someterse a una etapa
de purificacion con el fin de aislar el producto deseado. El producto puro puede luego ser objeto de una o mas etapas
sintéticas, por ejemplo, para dar un compuesto farmacéutico. De manera alternativa, la mezcla cruda de reaccion puede
ser utilizada directamente en una sintesis adicional. Las técnicas de purificacién convenientes incluyen las que se
suelen utilizar en sintesis quimica como la cromatografia, cristalizacion y destilacion.

La presente invencién es ahora ilustrada pero no limitada a los ejemplos siguientes.
Procedimientos generales

Se suministraron R-134a y R-227ea por Ineos Fluor Ltd. Y se usaron sin mas purificacion. Ambos disolventes eran
mantenidos en estado liquido bajo presién autégena conduciendo la reaccidn en las vasijas convenientes tal como
botellas de aerosol de cristal de 10 ml revestidas de plastico.

Los enzimas eran obtenidos de la compafia Aldrich Chemical o la compafia Sigma Chemical. Todos los otros
disolventes quimicos se compraban de la compafia Aldrich Chemical y utilizados sin mas purificacion.

Los cromatogramas de gas eran registrados utilizando un instrumento Shimadzu GC-17 equipado con una columna
capilar HP SE-54 (25 m x0.21mm i.d.).Los cromatogramas de gas quiral se obtenian en un instrumento Chrompack
CP9001 acoplado con una columna capilar GTA Chiraldex GTA (30m x 0.25).Los detectores de ionizacién de llama se
utilizaban en ambos casos y se calibraron los factores de respuesta para las substancias individuales utilizando
soluciones estandares. Las muestras que se eliminaron de la mezcla fueron tomadas en diclorométano.

Los cromatogramos de quiral liquido eran registrados en un Hewlett Packard 1065 series, equipado con una columna
analitica quiralcel OD (250x 4.6mm ID).

Resolucion Cinética Dinamica

Como mencionado arriba, las resoluciones cinéticas han sido utilizadas durante afos, en una variedad de medio
diferentes, para obtener materiales enantipuros. Sin embargo uno de los inconvenientes de las resoluciones cinéticas
son las limitaciones de rendimiento que presentan. En una resolucion cinética tradicional, solo un enantiémero es
utilizado, y el otro va al desecho o, en el mejor caso, puede ser utilizado en proceso diferente. Las resoluciones cinéticas
dindmicas resuelven este problema por racemizacion del enantiomero no deseado in situ mientras la resolucién cinética
ocurre. Esta racemizacion es a menudo llevada a cabo utilizando un catalizador a base de metal, suele ser rutenio o
paladio. Uno de los problemas al aplicar esta técnica e la resolucion cinética enzimatica es encontrar un disolvente
conveniente para ambos enzima y el catalizador de racemizacién. Los disolventes de (hidro)fluorocarburo como R-134
a, R-227 ea, y R-32 parecen mostrar compatibilidad con ambos los catalizadores de racemizacion y los enzimas, los dos
de éstos muestran actividades comparables o reforzadas en los (hidro)fluorocarburoos cuando se comparan con
disolventes mas utilizados de manera coman.

Racemizaciones
Los tres catalizadores de racemizacion 1, 2, 3 mostrados arriba fueron utilizados para realizar soluciones cinéticas.

Los tres catalizadores de racemizacion 1,2,2 fueron utilizados para racemizar (S)-1-feniletanol 4 enantioméricamente
puro en R-134 a (esquema 5 ). Esto fue comparado contra la racemizacion bajo condiciones iguales en tolueno, el
disolvente a manudo utilizado para resoluciones cinéticas dinamicas anteriores. Para todos los tres catalizadores, hay
un aumento considerable en la racemizacién en el (hidro)fluorocarburo, mas notablemente con catalizador de
racemizacion 1 (Tabla 1) .
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OH oH

Rucat. aditives

4 (Rac)-4

esquema  : racemizacion de 4

Tabla 1 : Racemizaciéon de (S)-1-fenil etanol 4 con diferentes catalizadores de catalizador de racemizacion de RU
después de 24 horas a temperatura ambiente. a 1.5 mmol 4, 1.5 mmol Na2CO3, 0.08mmol tBuOK, 4mol % catalizador
de racemizacién 1, b0.5mmol (S)-1-fenil etanol 4, 6mol % catalizador de racemizacion 2, c1.5mmol (S)-1-fenil etanol 4,
1.5mmol NEt3, 21mol % catalizador de racemizacion 3.

a.e. (%)
disolvente 12 2b 3°
R-134a 3.50 33.70 8.4
tolueno 58.10 75.20 32.0

La cantidad de catalizador requerido para mantener la tasa de racemizacion del alcohol S 4 por un catalizador 1 también
ha sido estudiado, y la diferencia entre 15 mol % y 20 mol % del catalizador parece ser despreciable. Los resultados son
mostrados en la figura 1. Puede verse que el catalizador 1 racemiza de manera efectiva el alcohol S 4 en unas pocas
horas.

Un estudio mas riguroso ha sido conducido en la racemizacion de (S)-1-fenil-2-propanol 5, catalizado por catalizador de
racemizacion 3 (esquema 6). La racemizacion fue realizada en los siete disolventes listados en la tabla 2, el R-227 ea,
cloroformo, R-134 a, el acetato de vinilo, el tolueno, el hexano y tert-butil éter (TBME), con R-227 ea pareciendo al mejor
disolvente, y el catalizador en R-134 mostrando la tercera actividad mas alta. El Unico disolvente orgéanico en el cual el
catalizador muestra actividad comparable es el cloroformo (tabla2). Sin embargo, el cloroformo no es una eleccién
atractiva de disolvente para reacciones RCD a causa de la degradacion de muchos enzimas y el incremento de la
presion reguladora en los niveles residuales de cloroformo en productos de los sectores farmacéuticos y quimicos finos.

Rucat., NEt;

Y

OH
(Rac)-5

Esquema 6: Racemizacion de (S)-1-fenol-2-propanol 5. Condiciones: 0.5 mmol de
(S)-1-fencl-2-propancl 5, 0.5 mmol NEt3, 15 mol% catalizador de racemizaciéon 3

Tabla 2 : Racemizacion de (S)-1-fenil-2-propanol 5 en diferentes disolventes. Condiciones : 0.5 mmol de (S)-1-fenil-2-
propanol 5, 0.5 mmol Net3, 15 mol% catalizador de racemizacion 3, después de 24 h a tamperatura ambiente.

disolvente e.a. (%)
R-227ea 4.48
clorafarmn 10.06
R-134a 15.10
acetatn de vinilo 65.94
tnluenn 75.96
hexann 86.26
TEME 90.38

La racemizacion de (S)-1-fenil-2-propanol 5 por catalizador de racemizacion3 era seguido mas cerca en R-227 ea y
cloroformo. Este estudio indicaba que la tasa inicial de racemizacion era mejor en cloroformo, pero que hubo un
crossover en las tasas, indicando mejor longevidad del catalizador en el HFC. Los resultados son mostrados en la figura
2.
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Resoluciones cinéticas dinamicas

Como los resultados discutidos ambos muestran que los catalizadores de racemizacién han aumentado la actividad en

los (hidro)fluorocarburoos, se usaron en resoluciones dinamicas cinéticas. Las catalisis de rutenio 3 y 4 que han sido

utilizadas en los estudios de racemizacion se utilizaron en combinacion con el catalizador biolégico comercialmente
5 disponible Novozym 435 RTM para resoluciones cinéticas dinamicas de alcoholes secundarios en R-134 a.

Una reaccion estudiada fue la resolucion cinética dinamica de 2-cloro-1-feniletanol 6.Los resultados mostraban que el
producto 8 enantiomérico deseado podria ser obtenido en 72 % de rendimiento y 80 % ee, demostrando que las
resoluciones dinamica cinética pueden llevarse a cabo en (hidro)fluorocarburoos (esquema 7).

DH QAn
OAc RTM H
= /@/ Ru cat. 2, Novozym 436 Cl
) @/\/
g8

{Rac)-6 7

rendimienta : 72%%
e.e: B0%

esquema 7 : DER de 2-clorn -1- fenil- 1-etanal 6. Condiciones 0.6mmol 6,
1.8mmol p- clorafenn acetato 7, Smol % catalizador de racemizacién 2 atemperatura ambiente

10 Las resoluciones cinéticas dinamicas también han sido realizadas en el alcohol 1-fenil etanol 4, utilizando catalizador
rutenio 3 (esquema 8). El enzima, substrato y niveles de catalizador de racemizacion fueron variados, llevando a 90+ %
de rendimiento y e.e. siendo conseguido (Tabla 3).

Ok OAC -
Ru c:at 3, NEts
P Movozym " Novozym 435 &M
(Rac)- 4 10
esquema 8§ : DER del- fenilo -1- etanol 4. Condiciones y resultados coma en tabla 3.

Tabla 3 : Optimizacidn de DKR de & con temperatura ambiemte.

4(mM) | @(mM) | enzima (L) | mol %3 | rendiviemn (%) ee (%)
100 2000 100 | 10.7 68.1 90
100 2000 10 | 20.8 81.7 a2
100 1000 10 | 21.2 B6.1 a3
200 1000 10 | 105 B2.3 8
200 1000 10 | 20.0 88.1 a5
100 500 10 | 209 87.5 &
300 900 4500 | 206 78.2 =Y
100 300 1500 | 21.1 B80.5 =Y
300 00 2025 | 211 o7.8 8
300 300 2025 | 214 92.3 &5
300 900 4500 | 206 95.1 93

15 Como puede ser visto en la resolucion cinética dinamica del racémico 1-fenil-2-propanol el catalizador bioldgico
Novozym 435 RTM también muestra una buena selectividad bajo estas condiciones (Esquema 9).
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Fu cat. 3, N;:ta
@/\{ g Novazym T Novazym 436 @/E:c

(Rac)-5 9 11
rendimientn : 5994
£.8.; BR04
esquema d. DER of 1- fenil -2-propanol 5. caondiciones : 0.5mmol 1- fenil -2-
propanol 5, 10.0mmol acetatn de vinilo 9, 100U lipasa, 21.2mol % catalizador
de racemizacion 3,a temperatura ambiente

Otros puntos a notar a propdsito de las resoluciones cinéticas dinamicas de la presente invencién son los cortos tiempos
de reaccion, el uso de reactivos ligeros y convenientes tal como acetato de vinilo y el hecho de que las reacciones
pueden ser hechas a temperatura ambiente. Las resoluciones cinéticas dindmicas del arte previo pueden ser procesos
largos incluyendo altas temperaturas, utilizando tolueno reflujado como disolvente, y pueden usar donantes acilo caros,
no disponibles facilmente .

MNH; MH2
Ha, Pd/C

e.e.; 49%

Esquema 10: P&/C racemizacidn catalizada of (8)-1 - kenil -1- etilamina

El esquema 10 muestra que el paladio en el carbono puede ser utilizado para racemizar (S)-1-fenil — 1-etilamina, cuyo
proceso puede ser utilizado en las reacciones RCD de la presente invencion.

Preparacion de (S)-1-fenil-2-propanol

Ha sido afiadido a un cilindro de metal de 1L (+)-1-fenil-2-propanol (16.3g, 120 mmol).A ésto se ha afiadido acetato de
vinilo (30 mL, 325 mmol) y Novozym 435 RTM (1.2g, 1344 0U).Se precintd el vaso y se carg6é con R-134 a (130g,
100mL.). El vaso fue sacudido a 160rpm a 25 grados C durante 72 horas. El R-134 a fue venteado, y el enzima
soportado filtrado del producto crudo. El producto crudo fue purificado por cromatografia flash (diclorometano) para dar
(S)-1-fenil-2-propanol como un aceite (94% de rendimiento, 99% e.e)

Racemizacién de ( S)-1-fenilio-1-etanol, usando catalizador de racemizacién 1

1.5 mmol ( S)-1-fenilio-1-etanol, 1.5mmol Na2CO3, 0.08mmol tBuOK, y 4mol % de catalizador de racemizacion 1 fueron
puestos en un matraz. A esto se ha afiadido tolueno (5mL). El vaso fue precintado, y la mezcla removida a una
temperatura ambiente. Después de 24 horas, se tomaron muestras de la mezcla, y se analizaron por cromatografia de
gas para un exceso enantiomérico.

La misma reaccion fue investigada utilizando R-134 a como disolvente. Una mezcla de 1.5 mmol (s)-1-fenil-1-etanol,
1.5mmol Na2CO03, 0.08mmol tBuOK, and 4mol % de catalizador de racemizacion 1 era preparado en una botella
aerosol de cristal. La botella aerosol fue luego tapada, y la tapa apretada. Una cantidad pesada de liquido R-1342
(6.50g, 5 mL) se introdujo a través de la valvula del aerosol desde una vasija de mayor presion. La mezcla resultante fue
después removida a temperatura ambiente.

Después de 24 horas se tomaron muestras de la mezcla descargando una porcion pequefia de la mezcla de la reaccion
a través de la valvula del aerosol. El R-134 a se evapor6 en el proceso, dejando atras el residuo de volatilidad baja de la
mezcla de reaccion. Esto fue tomado en diclorometano, y analizado por cromatografia de gases para exceso
enantiomérico.

Racemizacién de (S)-1-fenil-1-etanol, y 6mol % de catalizador de racemizacién 2

0.5 mmol (S)-1-fenil-1-etanol, y 6mol % de catalizador de racemizacion 2 fueron puestos en un matraz. A esto era
afiadido tolueno (5ml). El vaso fue descargado, y la mezcla removida a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se
hizo una muestra y un analisis por cromatografia de gas para un exceso enantiomérico.

La misma reaccién era investigada utilizando R-134 a como disolvente. Una mezcla de 0.5 mmol (S)-1-fenil-etanol, y
6mol % catalizador de racemizacion 2 era preparada en una botella aerosol de cristal. La botella aerosol era luego
tapada, y la tapa apretada. Una cantidad pesada de liquido R-134 a (6.50g, 5mL) fue luego incorporada a través de la
vélvula del aerosol desde una vasija de mayor presion. La mezcla resultante era luego removida a temperatura
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ambiente. Después de 24 horas, se hizo una muestra de la mezcla descargando una porcién pequefia de la mezcla de
reaccion a través de la valvula del aerosol. El R-134 a evaporado en el proceso dejando atras el residuo de baja
volatilidad de la mezcla de la reaccion. Eso fue tomado en diclorometano, analizado por cromatografia de gas para
exceso enantiomérico.

Racemizacion de (S)-1-fenil-1-etanol utilizando el catalizador de racemizacién 3

1.5mmol(S)-1-fenil-1-etanol, 1.5 mmol Net 3, 21 mol % 3 eran puestos en un matraz. A esto se afiadio tolueno (5 mL). El
vaso era precintado, y la mezcla removida a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se hizo una muestra y un
analisis por cromatografia de gases para un exceso enantiomérico.

La misma reaccion fue investigada utilizando R-134 a como disolvente. Una mezcla de 1.5 mmol (S)-1-fenil-1-etanol, 1.5
mmol Net 3, y 21 mol % de catalizador de racemizacién 3 era preparada en una botella aerosol de cristal. La botella
aerosol era luego tapada, y la tapa apretada. Una cantidad de peso de liquido R-134 a (6.50g, 5 mL) era incorporado a
través de una valvula aerosol desde una vasija de mayor presion. La mezcla resultante era luego removida a
temperatura ambiente. Después de 24 horas, se hizo una muestra de la mezcla descargando una porcion pequefia de la
mezcla de reaccién a través de la valvula aerosol. El R-134 a se evapor0 en el proceso dejando atras el residuo de baja
volatilidad de la mezcla de la reaccion. Esta fue tomado en diclorometano, analizado por cromatografia de gases para
exceso enantiomeérico.

Optimizacién de la racemizacién d (S)-1-fenil-1-etanol utilizando catalizador de racemizacién 3.

Una mezcla de 1.5 mmol (S)-1-fenil-1-etanol, 1.5 mmol Net 3, y catalizador de racemizacion 3 (varias cantidades) era
preparada en una botella aerosol de cristal. La botella aerosol era luego tapada, y la tapa apretada. Una cantidad de
peso de liqguido R-134 a (6.50g, 5 mL) era incorporada a través de una valvula aerosol desde una vasija de mayor
presion. La mezcla resultante era luego removida a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se hizo una muestra
de la mezcla descargando una porcién pequefia de la mezcla de reaccién a través de la valvula aerosol. El R-134 a se
evaporO en el proceso dejando atras el residuo de baja volatilidad de la mezcla de la reaccion. Este era tomado en
diclorometano, y analizado por cromatografia de gases para exceso enantiomérico.

Racemizacidén de ( S)-1-fenil-2-propanol utilizando catalizador de racemizacion3.

Mezclas de 0.5mmol ( S)-1-fenil-1-etanol, 0.5mmol NEt3, y 15 mol % de catalizador de racemizacion 3 eran preparados
en cada de los disolventes tolueno, cloroformo, hexano, TBME y acetato de vinilo (5ml). El vaso era precintado, y la
mezcla removida a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se hizo una muestra de las mezclas y un analisis por
cromatografia de gases para un exceso enantiomérico.

La misma reaccion fue investigada utilizando R-134 a y R-227 como disolventes.

Unas mezclas de 0.5 mmol (S)-1-fenilio-2-propanol, 0.5mmol Net3,y 15mol % de catalizador de racemizacion 3 eran
preparadas en unas botellas de aerosol de cristal. Las botellas aerosol eran luego tapadas, y las tapas apretadas. Una
cantidad pesada de liquido R-134% (6.50g, 5 mL) o de R-227 ea fue introducido a través de las valvulas del aerosol
desde una vasija de mayor presion. Las mezclas resultantes eran después removidas a temperatura ambiente. Después
de 24 horas se tomaron muestras de las mezclas descargadas venteando una porcién pequefia de las mezclas de la
reaccion a traves de las valvulas del aerosol. El (hidro) fluorocarburo se evaporo en el proceso, dejando atras el residuo
de volatilidad baja de la mezcla de reaccién. Estos fueron tomados en hexano, y analizados por HPLC para exceso
enantiomérico.

Pd/C racemizacion catalizada de (S)-1-fenil-1-etilamina (Esquema 10)

Una mezcla de 0.33 mmol (S)-1-fenil-1-etilamina, y 10 % Pd/C (40mg) era preparada en una botella aerosol de cristal.
La botella de aerosol era luego tapada, y la tapa apretada. El matraz era luego evacuado para formar un vacio, y
rellenada con gas hidrogeno. Una cantidad de peso de liquido R-134 a (6.50g, 5 mL) era incorporado a través de una
vélvula aerosol desde una vasija de mayor presion. La mezcla resultante era luego removida a 35 grados. Después de
24 horas, se hizo una muestra de la mezcla descargando una porcidn pequefia de la mezcla de reaccion a través de la
valvula aerosol. El R-134 a se evapor6 en el proceso dejando atras el residuo de baja volatilidad de la mezcla de la
reaccion. Este era tomado en hexano, y analizado por gas HPLC para exceso enantiomérico.

Resolucion dinamica cinética de 2-cloro-1-fenil-1-etanol

Una mezcla de 0.6 mmol 2-cloro-1-fenil-etanol, 1.8mmol p-clorofenol acetato, 5mol % catalizador de racemizacion 2 'y 36
U de Novozym 435 RTM era preparada en una botella aerosol de cristal . La botella aerosol era luego tapada, y la tapa
apretada. Una cantidad de peso de liquido R-134 a (6.50g, 5 mL) era incorporado a través de una valvula aerosol desde
una vasija de presién mayor. La mezcla resultante era luego removida a temperatura ambiente. Después de 24 horas,
se hizo una muestra de la mezcla descargando una porcion pequefia de la mezcla de reaccion a través de la valvula
aerosol. El R-134 a se evaporé en el proceso dejando atras el residuo de baja volatilidad de la mezcla de la reaccion.
Este fue tomado en el diclorometano, y analizado por cromatografia de gases para exceso enantiomérico.
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Resolucion cinética dindmica de 1-fenil-1-etanol

Una mezcla de 1.5 mmol 1-fenil-1 etanol, 4.5mmol vinil acetato, 1.5mmol NE t3, 20.6mol % de catalizador de
racemizacion 3 y 4500 U de Novozym 435 era preparada en una botella aerosol de cristal. La botella aerosol era luego
tapada, y la tapa apretada. Una cantidad de peso de liquido R-134 a (6.50g, 5 mL) era incorporado a través de una
vélvula aerosol desde una vasija de presion mayor. La mezcla resultante era luego removida a temperatura ambiente.
Después de 24 horas, se hizo una muestra de la mezcla descargando una porcién pequefia de la mezcla de reaccion a
través de la valvula aerosol. El R-134 a se evapor6 en el proceso dejando atras el residuo de baja volatilidad de la
mezcla de la reaccién. Este era tomado en el diclorometano, y analizado por cromatografia de gases para exceso
enantiomérico.

Resolucion dindamica cinética de 1-fenil-2-propanol

Una mezcla de 0.5 mmol 1-cloro-1-fenil-propanol, 10.0mmol acetato de vinilo,0. 5mol Net 3, 21.2 mol % de catalizador
de racemizaciéon 3 y 100U de Novozym 435 RTM era preparada en una botella aerosol de cristal. La botella aerosol era
luego tapada, y la tapa apretada. Una cantidad de peso de liquido R-134 a (6.50g, 5 mL) era incorporada a través de
una valvula aerosol desde una vasija de presion mayor. La mezcla resultante era luego removida a temperatura
ambiente. Después de 48 horas, se hizo una muestra de la mezcla descargando una porcion pequefia de la mezcla de
reaccion a través de la valvula aerosol. El R-134 a se evaporé en el proceso dejando atras el residuo de baja volatilidad
de la mezcla de la reaccion. Este fue tomado en hexano, y analizado por cromatografia de gases para exceso
enantiomérico.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso de preparacion de un tercer componente estéreo-selectivamente, cuyo proceso comprende:

reaccionar un substrato conteniendo un primer compuesto enantiomérico con un catalizador de racemizacién para dar
un segundo compuesto enantiomérico, y de manera paralela, reaccionar el segundo compuesto enantiomérico en
presencia de un enzima para dar el tercer componente,

en el cual el catalizador de racemizacion incluye un metal,

en el cual el proceso se efectta en un disolvente comprendiendo al menos un (hidro)fluorocarburo Ci.10, y en el cual los
primeros y segundos componentes enentioméricos se seleccionan de alcoholes, acidos carboxilicos, ésteres de acidos
carboxilicos, ésteres de aminoacidos, aminas, tioles y amidas.

2. Proceso segun la Reivindicacion 1, en el cual el enzima es una hidrolasa.
3. Proceso segun la Reivindicacion 2, en el cual el enzima se selecciona entre las proteasas y las lipasas.

4. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el cual la enzima forma parte de un cultivo de célula
completa.

5. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en el cual los primeros y segundos componentes
enentioméricos son isémeros Ry S de un compuesto.

6. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en el cual el substrato contiene un racemato de
los primeros y segundos compuestos enantioméricos.

7. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5, en el cual el substrato no es un racemato de los
primeros y segundos compuestos enantioméricos.

8. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en el cual al menos un hidrofluorocarburoo Ci.10
se selecciona del grupo constituido por difluorometano (R-32), pentafluoroetano (R-125), 1,1,1-trifluoroetano(R-143%),
1,1,2,2-tetrafluoroetano  (R-134), 1,1,1,2-tetrafluoroetano  (R-134a), 1,1-difluoroetano (R-152a), 1,1,1,3,3-
pentafluoropropano (R-245fa), 1,1,1,2,3,3-hexafluoropropano (R-236ea), 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (R-227ea),
2,3,3,3-tetrafluoropropeno (R-1234yf), 1,3,3,3-tetrafluoropropeno (R-1234ze) y (Z)-1,2,3,3,3-pentafluoropropeno (R-
1225ye).

9. Proceso segun la Reivindicacion 8, en el cual el disolvente comprende al menos uno de 1,1,1,2,3,3,3-
heptafluoropropano (R-227 ea ) y 1,1,1,2-tetrafluoruoetano ( R-134a).

10. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7, en el cual el disolvente contiene iodotrifluorometano
(CF3l).

11. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en el cual al menos un (hidro) fluorocarburo se
utiliza combinado con un co-disolvente.

12. Proceso segun la Reivindicacion 11, en el cual el co-disolvente esta libre de halégeno.
13. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en el cual el disolvente esta en estado liquido.

14. Proceso segln una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, que es efectuado en la presencia de agua a un
nivel que es inferior al requerido para que el agua forme una fase acuoso separada en el sistema de reaccion.

15. Proceso segun la Reivindicacion 14, en el cual la cantidad de agua utilizada es inferior al nivel de saturacién para el
disolvente.

16. Proceso segun la Reivindicaciéon 14 o 15, en el cual la cantidad de agua utilizada es inferior a 1 % en peso de agua,
en base al peso total del disolvente.

17. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en el cual el enzima es Subtilisin Carlsberg.

18. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual el catalizador de racemizacion incluye
un complejo métalico.

19. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en el cual el metal es paladio.

20. Proceso segun una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 17, en el cual el catalizador de racemizacion comprende
paladio sobre carbono.

21. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el cual el metal es rutenio.
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22. Proceso segun la Reivindicacion 21, en el cual el catalizador de racemizacion incluye un complejo de rutenio(ll) y al
menos un ligando aromatico o heteroaromatico.

23. Proceso segun la Reivindicacion 22, en el cual el catalizador de racemizacién comprende clorodicarbonil[1-(ipro
pilamino)-2,3,4,5-tetrafenilciclopentadienil]rutenio (ll), 1-hidroxitetrafenilciclopentadiénil(tetraphenil-2,4-ciclopentadien-1-
uno-mu-hidrotetracarbonildirutenio (1) o un dimero de dicloro(p-cimeno)rutenio (II).

24. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual el segundo compuesto enantiomérico
reacciona con un agente en la presencia del enzima para formar el tercer compuesto.

25. Un proceso segun la reivindicacion 24 donde el reactivo es un donante de acilo.

26. Un proceso segun las reivindicaciones 24 o 25 en donde el reactivo es un alcanoato de vinilo o un alcanoato de
isopropenilo.

27. Un proceso segun la reivindicacion 26 en donde el reactivo es un acetato de vinilo.
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mol% 3

Figura 1: la dependencia del e.e de (S)-1-fenil-etanol 4 después de 24 horas de
racemizacion, catalizada por varias sumas de catalizador de racemizacion 3
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Figura 2: el e.e. de 1fenil-2-propancl 5 en varios
momentos durante la racemizaciéon por catalizador de
racemizaciéon 3
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