METODI DI OTTENIMENTO DI EPC
(Enantiomerically Pure Compounds)

RISOLUZIONE

v

CLASSICA
CINETICA
CINETICA DINAMICA

CHIRAL POOL

SINTESI
ASIMMETRICA

Ausiliari chirali
Reagenti chirali
Catalizzatori Chirali



RISOLUZIONE DI RACEMI



Risoluzione di racemi

e Gli enantiomeri hanno identiche proprieta fisiche, quindi non
pOSSONno essere separate con tecniche convenzionali
(distillazione, cristallizazione, ecc).

e La risoluzione di un racemo ¢ il processo di separazione degli
enantiomeri.



Risoluzione classica

A + B* - A—B* + A—B*
Miscela Singolo § T _
racema enantiomero lastereomeri

(R) + (S) (R) (R,R) (S.R)
‘ separazione

' '

A—B* A—B*
(R,R) (S,R)
¢ B* viene ¢
recuperato
A A
(R) (S)

agente risolvente




Risoluzione classica

Formazione di sali diastereoisomeri

0
S
OH * HNT X7

Cl
Miscela racema Agente risolvente
(R) + (S) l
(@)
@)
_ 1) Separazione dei \Y“\
A ) " S — > 3 OH
\:.(lko HaN~~ 7 sall :
Cl H : diastereoisomeri Cl H
(R,S) 2) HCI 0
+
0 — \?(kOH
+ S ]
H ClI :



RISOLUZIONE CLASSICA

Formazione di composti diastereoisomeri

Agente risolvente

HsCO F
= 8
OH s COOH  H,co E HsCO, F
/Q?)/ “. O ‘ O"u
+ , s/ ) * S/ )
O @
OH
= (5)
) Separazione dei composti diastereoisomeri
Miscela
racema lOH- l OH-
H;CO
H,CO F o 3 \.,F
X - COOH
PH SCOOH 27+ g



RISOLUZIONE CLASSICA

Risoluzione fisica

SQiH ?H CI)/ \O NO,
\0(3’ o Port NS _Si. A
O -, Oo 070
é\O/SI\/éi § SI (I)
o) \O/ ; O’ \/Sl\ /g
\ / O O
NaVaV v ny J\V\N ;
Gel di silice Gel di silice derivatizzata con composto chirale
Fase stazionaria achirale enantiomericamente puro

Fase stazionaria chirale



RISOLUZIONE CLASSICA

Risoluzione fisica

GC e HPLC chirale

Enantiomero
» Interazione trattenuto dalal
favorevole fase
stazionaria
—> —>
’ Interazione

Enantiomero

sfavorevole )
eluito

Miscela racema da Fase stazionaria
separare chirale

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
GC:. Gas Chromatography



RISOLUZIONE CLASSICA

Risoluzione fisica

GC e HPLC chirale
slum;_ly bound enantiomer

l B

’ weinkly bound enantiomer

S ‘J D)

stationary

>
Phise ] R



RISOLUZIONE CLASSICA

Risoluzione fisica per inclusione

CICLODESTRINE:
Polisaccaridi ciclici
Da 6 a 8 unita di D-(+)-Glucosio




RISOLUZIONE CLASSICA

Risoluzione fisica per inclusione

CICLODESTRINE

Ciclodestrina Molecola organica

Complesso di inclusione
apolare



DETERMINAZIONE DELL' ECCESSO ENANTIOMERICO

1. HPLC (o GC) CHIRALE:
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DETERMINAZIONE DELL ECCESSO ENANTIOMERICO

2. NMR: Shift Reagents

CF,CF,CF, _
|_Fu = Eu Complesso di Eu

enantiomericamente puro

O

=g
Eu(HFC)3 HFC: hexafluoropropylhydroxymethylene-(+)-camphorate
Eu(hfc)s;, R = CFyCF,CF3
Eu(tfc);, R =CF3
A/’\ ]
|

. R'

O ~ T

2 - . .

R AR Complessi diastereoisomeri:
3 C — Segnali diversi nello

Spettro NMR
La complessazione con il centro metallico induce uno shift nella risonanza dei segnali.
Lo shift e diverso per i due enantiomeri



DETERMINAZIONE DELL' ECCESSO ENANTIOMERICO

2. NMR: Shift Reagents

signal
&,
CH,
O/L"'o
N ]
No shift e : s
reagent Prova sul campione racemo con quantlta

crescenti di Eu(hcf), S

_JM MM JJLAV N

vvvvvvvv r T v ~ r Pp—p— Ty

™ Ao 4 v L4
ppm 0.95 0.90 ppm 1.00 0.95 ppm  1.05 1.00 ppm 1.05 ppm 1.15 1.10




DETERMINAZIONE DELL ECCESSO ENANTIOMERICO

2. NMR: Shift Reagents

Racemo Campione da analizzare
Spectrum of Spectrum of
Sg?;;tr;:;:; CH, group CH, group
of (£)-1 of ($)-(-)-1 of (R)-(+)-1
with Eu(hfc) (82% e.c.) (87% e.c)
: with Eu(hfc), with Bu(hfc),

JVUUU J\—M _

) SO | "ITV'TT‘fI" | KN T (S I e S N, R S N P

- —
ppm 15 ppm 1.15 ppm 1.15

Integrando i segnali si ricava il rapporto delle concentrazioni dei due complessi diastereoisomerici.
Questo € uguale al rapporto fra le concentrazioni dei due enantiomeri, da cui si risale all’e.e.



DETERMINAZIONE DELL ECCESSO ENANTIOMERICO

3. NMR: Esteri di Mosher

Ph. < Oh

C (R)-Mosher’s acid
0

PhCH(OH)CH,CH,CH3 +
Me

esterificazione

C3Hy 0
Ph 53 ..'/ H Ph R C /C3H’I
? CF; + ‘ "CFilh
oc—c— Oﬁ—R?/
I
O OCH 3 O OCH;3

Esteri diastereoisomeri: segnali diversi nello spettro *H NMR e °F NMR



DETERMINAZIONE DELL ECCESSO ENANTIOMERICO
3. NMR: ESTERI DI MOSHER

Diastereoisomeri puri

R)-(+)
, 3.65 ppm (
l 5.90 ppm
_.l 1\ | J'\ Ak L
— VL \ : —f—
— c : N 3 ' W 2 1
T ' Segnali del -CH30
Fig. 6.6(b) Mosher's ester deriyative of (R)-(+)-1-phenylbutan-1-ol.  gej due, diastereoisomeri a ppm diversi
Segnali del -CH-OCO /
dei due diastereoisomeri a ppm diversi
3.45 ppm
l PP ($)-(=)
6.00 ppm
1 AN
T T M T = . T —_—
S 7 6 5 4 3 2 I

Fig. 6.6(¢c) Mosher's ester derivative of (5)-(=)-1-phenylbutan-1-ol.



DETERMINAZIONE DELL ECCESSO ENANTIOMERICO

3. NMR: ESTERI DI MOSHER

Segnali del CH;O dei due diastereocisomey

Prova sul campione

Segnali del -CH-OCO
dei due diastereoisomeri

| JL M

— T - T T T T T T T —T - r T
ppm 9 8 7 6 5 4 3 2 : 0

Fig. 6.6(d) Spectrum of a mixture of the Mosher’s esters of (R)-(+)- (major) and (5)-(—)- (minor) 1-phenylbutan-1-ol.



Risoluzione cinetica
KR

Reagente o catalizzatore chirali enantiomericamente puri
Rl R1
\ R kR \ R
X =Y
R? R?
e ‘ kR >> kS
R? k R?
S S S
R? R1

R enantiomero “veloce” o eutomero; S enantiomero “lento” o distomero



RISOLUZIONE CINETICA

Agente risolvente: enzima (catalizzatore chirale)

Reagente: H,O (idrolisi)

Br K
/"\/’\ —_—

g Ks
M -

OH
OH

A

Concentration (mM)

® (R) 2-bromopentane

2.0 1 # (S) 2-bromopentane
1.6 1 *%eee™
LT
®

12 °, ..

e ]
0.8 1 '. ™
0.4 - \
0.0 eseee—0—9—o—

0 10 20 30
Time (min)

R enantiomero “veloce” o eutomero; S enantiomero “lento” o distomero



Risoluzione cinetica mediata da enzimi

IDROLISI ENZIMATICA DI UN ESTERE RACEMO

lf;fe CH;-_ r_CO,H CH;_S _CO,CsHg
CH;CH(BICO,CHy  —gr o> \< + H\r
Br H
Br

Ke > Ke



Risoluzione cinetica mediata da enzimi

CH,

C02C4H9
~\R
i

H

fast

H

i

| |

CH,

YCOzC.;Hg
~A\S
H

Br

I
-o\C _OC4Hy

\<CH3
L1 Ve

E

o

VELOCE /‘

0]
)K<CH3
-
H,0

L

- —

S

R
CH3 COZH

B H

> 95%

Al 50% conversione

J slow

diastereoisomeric
- - intermediate - - -

(0]
o )K.<CH3
diastereoisomeric R
- —-acyl-enzyme- - - = ‘ L__U ' Br
complex
H
O/ H,0
E
re-formed
free enzyme
H

Br

< 5%



ldrolisi enzimatiche

Me \O . Me O Me
lipasi z
H,O
pH 7

|drolisi di esteri di alcoli chirali (enzimi preferiti: lipasi)

0 reras O O
esterasl
R R
Meo)K(R s MeO)K;/ 4 HO)H/ + MeOH

Idrolisi di esteri di acidi carbossilici chirali (enzimi preferiti: esterasi)

proteasi
R)\Nk R/\N)K . /'\ + AcOH

Hi H,O H
pH 7

Idrolisi di ammidi di acidi carbossilici chirali (enzimi preferiti: proteasi)




Acilazioni enzimatiche

Me . . Me O Me
lipasi z
; + CH3CHO
R)\OH R/\o)K + R/'\OH
solvente
Z > 0OCOCH;

Acetilazioni di alcoli secondari chirali (enzimi preferiti: lipasi)

lipasi z
: + EtOH
R” “NH, R SN

N
solvente H
CH;COOEt

Acetilazioni di ammine primarie chirali (enzimi preferiti: lipasi)



Selettivita di una risoluzione cinetica

Substrato
racemo

Catalizzatore
(enzima) o reagente

Prodotto




Selettivita di una risoluzione cinetica

1. Catalizzatore non enantioselettivo

R S
artin aterials .
et Matrds 1300 O O” iz} o 0000
O

O.

Froduct L O ® ® o |

Unselective Catalyst

R S
Starting Materials | Iﬁl J

o o
® O @
Products | OCD.OOO‘. L OO. 'O l

0% ee



Selettivita di una risoluzione cinetica

2. Catalizzatore completamente enantioselettivo

R <\ S
Q0O OO O lﬁ 100%ee
©OO OO0

50% conversione

| ... ...... )

100%ee

_[So]-

8]
[So]

C =conversion= []
[so]



Selettivita di una risoluzione cinetica

3. Catalizzatore non completamente enantioselettivo (5:1)
R s
<
o0 ©
Starting Materials logg O QO ® O S1®) .I
O
©
Products l . . O . |

50%
conversione

R S
O
Starting Materials IggO O OO li%‘ .|

L
Products I.. .O .. . . .l 80% ee

80% ee




Selettivita di una risoluzione cinetica

2. Catalizzatore non completamente enantioselettivo (5:1)

B S 75%
@ conversione
Starting Materials IOOO O O 100% ee

o o ©
Products |.. .O “ . "‘| 33% ee

25%
conversione

R S
Starting Materials |OoO OO0 0000 .l 50%ee

o
Products I o0 . ® i 100%ee

Enantioselective Catalyst




Selettivita di una risoluzione cinetica

[eeP (1- eeS)]

In
E = — X Rapporto enantiomerico E= (eep +eeg)
) kS In |_eep (1 + eeS)J
(eep + eeg)

R enantiomero “veloce”. Coincide con P (prodotto) della seconda relazione.
S enantiomero “ lento”. Coincide con S (substrato non reagito) della seconda relazione.

Allo stesso valore di conversione;

E ee o [%] E=1 nessuna stereoselettivita
E fino a 10: bassa selettivita
10 83 E 15 - 30 modesta — buona
19 90 E > 200 eccellente
49 95
100 98




Selettivita di una risoluzione cinetica

ﬁ Bt : substrato
—— |
B

100 |

L, !
2 \
dé 1 "5\
o
\%
o p
-
‘\\
\."‘\-. .
100

Conversion [%]

— E.e. dipende dalla conversione

— E.e. Del prodotto diminuisce al di sopra del 50% conversione
— E.e. Del substrato e basso sotto il 40% conversione

— La conversione ¢ la frazione di substrato convertita nel prodotto

[P] _[So]-[8]

C =conversion= =
Sl [So]




Selettivita di una risoluzione cinetica

product

* I substrate
|
I

|
I
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
"

0 50 100

Conversion [%] Conversion [%]



Selettivita di una risoluzione cinetica

substrate
e.0. [%] substrate product ‘ 8.0. (%]
‘ - !

100 product E # E 100
|
|
|
1
1

=i » - 50
!
I
:
0 T 0
0 50 100 0 - 50 100
conversion (%] conversion (%]

E=5 E=20




Caratteristiche di una risoluzione
cinetica

» Resa teorica massima del 50%
» Separazione dei prodotti necessaria

» Eventuale smaltimento dell’enantiomero

Indesiderato



Risoluzione cinetica dinamica
DKR

Reagente* o catalizzatore*

Rl k Rl
> — p o
Ri R5
kRAC H kR >> kS
R2 k R2
x vy
RI F\’I

Risoluzione classica accoppiata alla racemizzazione in situ dell’enantiomero “lento”



Risoluzione cinetica dinamica
DKR

Per una DKR efficiente

La corrispondente KR deve essere irreversibile

La stereoselettivita deve essere alta (kS >> kR o0 kR>> kS), (es. E =
KR/KS > 20)

La velocita di racemizzazione deve essere maggiore della velocita di
reazione

La racemizzazione del prodotto deve essere trascurabile



Racemizzazione

A A
\ X » (r) -—— X .
B\\\\\l 17} I////

B
C

(+) )

Formazione di una miscela racema a partire da uno dei due enantiomeri



Racemizzazione

1. Via SN1 ~ _ A
A Nu A Nu Nu .,
\_~ ] <
\\\\‘ LG > + C
\ S —_—
B I -LG" 3
C B C A
B\
C
Esempio:
Ph H,0 Ph H,O Ph
H')\I H,0 @ " (b) (@) HO/Q"H
CH3 H' CH3 ) CHj,
(S)-i()dophenylethane \b)\ (R)— l—phenylethanol
Il
Ph
-

H.
%—Ph
CHY CHy
(S)-1 -phenyle[hanol

Perdita di attivita ottica



Racemizzazione

2. Via enolo/enolato

Esempio:

O

H*
or
OH~-

(S)-3-phenylbutan-2-one

Tautomeria chetoenolica

Formazione dell’enolo/enolato

sp2 favorita da acidi/basi
HO
N Ce¢H =
6r1s or
CH; OH-
CH, H0

achiral enol

(R)-3-phenylbutan-2-one



Racemizzazione

3. Ossidoriduzioni

Esempio:

= Racemizzazione via intermedi sp2




Racemizzazione nelle DKR

Sintesi di aminoacidi non naturali della serie D

1. Racemizzazione basica (VIA ENOLATI)

H
HCN, NH;, CO, Nl O H,0 NH;
R—CHO - R 7/ g R
reaz. di Bucherer-Bergs - NH CH
o o
ldantoina racema
H N H H
sp3 N _~O  OH sp2 N\T/J N.___OH
—_—
R — R R— 7/
NH NH N
o] B 0

Equilibri tautomerici nelle idantoine



Racemizzazione nelle DKR

T H enzima H
o .
A & ©  hydantoinase N S R § NH,
R + R mm »= Runn \f + \‘/ \"/
- NH NH pH 9
NH CO,H O
o]
D L L D
Idantoina racema
Racemizzazione In situ H,0
] H+
R\‘/ NH,
CO.H
D
R = Ph

Racemizzazione basica applicata alla risoluzione cinetica dinamica di idantoine
per la sintesi di aminoacidi non naturali



Racemizzazione nelle DKR

1. Racemizzazione basica via enolato

proteasi
SEFE ATy CE S
| Y% COsEL gmim CO,H PV yield
N pH 9.7 e
O

Ketorolac
S-enantiomero
Ee 85%, resa 92%

antiinflammatorio




Racemizzazione nelle DKR

=2. Racemizzazione via intermedi sp2

X
-H R1JLR2 s H
X o + . X
R” R R R,




Racemizzazione nelle DKR

» Catalizzata da metalli di transizione e loro complessi

OH Ru] O IT' OH
u
AN | I+ R —— A
H H
racemo
Ph o0 h
H/
Ph Ph  Ph Ph
Ph H Ph
Rtl \/R‘,{ Shvo’s catalyst
OC oc co ¢©

Ru,(CO),(u-H)(C,Ph,COHOCC,Ph,)



SHVO’S CATALYST

Ph
0L 0O
Ph H Ph Ph OH
A W
J —————
Ph Ph ru-H-R(, Ph Ph = PH | Ph
oc ¢ /°CO Ru.
0C co oc”: H
Shvo's Catalyst oc
Ph oh

Ph@O_
OH
Ph' | Ph _
Rut ! Ru R” "R
oc”: R oc’: Hr
ole ole

Ph
Ph o~
.
Ph | Ph
,Ru"‘
oc”.
oC
Ph
Ph (o)
Ph | Ph OH
+ W 1
’RU+ R*H*R
oc”.
oC




SHVO'’S CATALYST

In combinazione con enzimi:

CALE
E\H 3 e p-CHCgHLOAC Qe
R CH, 5 ol 1 R CH,
toluene
758-92% vyield
0.25 M) ::99*,'-?:- ge
Scheme 4

CAL B : e una lipasi
(Candida Antarctica Lipase B)

O

N

DAL

Ejﬁl::H3

B0%, =99%ee

DAC
DAL ‘ :

R*”;‘“cozm' @Q
G0-80%, 30-98%ee \ o / 77 %, >99%ee
R”E““H?

0Ac A/ \ OAc
O/\c Ha @/OﬁCHS
79% =99%ee B8 %, =99 %ee

E:JAE:
R TR

0%, =97 %ee

p-CI-C;H,OAc ¢ il donatore del gruppo Ac (CH;CO)

Cl



Racemizzazione nelle DKR

3. Via basi di Schiff R
;i Alcalase - 51
- : A~
H,N CO,R t-BuOH/H20 (19:1) HEN CDZH
90-98% ee, 87-95% yield
idoxal 5-phosphat
“pyn oxal 5-phosphate o H
o
- 1 OH
CO,R CO,R 0=P=0 S
o™ = o S
R R H+
O- H . R N.__H RN~ H
+ RCHNH, —= U0 __ Y
L, R H R'

R

* centro stereogenico



