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TRIFLUORACETONA A presente invencéo refere-se a um processo
biocatalitico esca- lonavel para a preparagédo de S-1 ,1 ,1 -triflor-2-
propanol com um excesso enantiomérico de >99% através da redugéo
microbiana assimétrica de 1,1,1- trifluoracetona com Levedura de
padeiro.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "REDUGCAO
ASSIMETRICA DE 1,1,1-TRIFLUORACETONA".

A presente invencao refere-se a preparacao de (S)-1,1,1-triflGor-
2-propanol enantiomericamente puro (>99% de excesso enantiomérico) com
um biocatalisador através de uma redugdo assimétrica de 1,1,1-
trifluoracetona. '

O (8)-1,1 ,1-trifldor-2-propanol enantiomericamente puro é um
constituinte importante para _a'preparagéo de ingredientes farmacéuticos ati-
vos isomericamente puros (APIls), usados para o tratamento de disturbios
neuroldgicos e neuropsiquiatricos. Para a preparagao de APIs é absoluta-
mente necessario usar constituintes isomericamente puros e/ou procedimen-
tos altamente estereosseletivos porque componentes secundarios em APIs
podem ter efeitos adversos no tratamento de doencgas. Deste modo, uma
alta pureza é requerida para todos os APIs.

O objetivo da presente invencdo é a preparagcdo de (S)-1,1,1-
trifldor-2-propanol enantiomericamente puro com um excesso enantiomérico
(ee) de >99%, que pode ser usado como um constituinte-chave para a pre-
paragao de APls enantiomericamente puros como, por exemplo, descrito no
WO 2005/014563. Como nem a pureza enantiomérica do constituinte (S)-
1,1,1-trifluor-2-propanol nem aquela de seus intermediarios subsequentes nal‘v
sintese com relagao aos respectivos APls pode sér enriquecida é essencial
usar na sintese (S)-1,1,1-trifllor-2-propanol de >99% ee.

J.W.C. Crawford (1967), J. Chem. Soc. (C) 2332-2333 descre-
vem um método para producao de (S)-1,1,1-trifldor-2-propanol, onde &cido
()-1-(trifluormetiletoxi)propidnico (o aduto do alcool e acido acrilico) foi se-
parado em seus isdmeros épticos através de seu sal de quinina, e (S)-1,1,1-
triflor-2-propanol puro foi obtido do alcéxi-acido puro enantiomérico através
de hidrélise alcalina e destilagdo. Embora este método dé (S)-1,1,1-trifldor-2-
propanol de pureza enantiomérica alta (rotagao optica: -5,652), o método nao
€ adequado para produ¢do em grande escala.

T.C. Rosen e outros (2004), Chimica Oggi Suppl., 43-45, prepa-

ram ambos (R)- e (S)-1,1,1-triflior-2-propanol através de redugdo assimétri-
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ca de 1,1,1-trifluoracetona usando alcool desidrogenases (ADHs) ou em
seus hospedeiros naturais ou como enzimas recombinantes expressas em
E. coli. Células integrais em descanso ou extratos livres de célula bruta po-
dem ser usados e no ultimo caso adicdo de um sistema de regeneracdo de
co-fator é necessario. O (S)-1,1 ,1~triflubr-2-propanol resultante esta disponi-
vel para compra na Julich Fine Chemicals, mas o material oferecido é de
pureza enantiomérica insuficiente (>92,5% ee) para as necessidades da re-
guerente.

M. Buccierelli e outros (1983), Synthesis 11, 897-899, descre-
vem a preparagao de (S)-1,1,1-triflGor-2-propanol através da reducdo de
1,1,1-trifluoracetona usando Levedura de padeiro (descanso) em escala de
laboratorio. Embora a reacé@o prossiga rapido (4 horas), um excesso de le-
vedura de 300 vezes com relagé@o ao substrato é requerido, a concentragéo
do substrato é apenas 2,5 g/kg de suspensdo de levedura e (S)-1,1,1-trifldor-
2-propanol é obtido apen'as com aproximadamente 80% ee (conforme calcu-
lado a partir da rotagédo Optica de -4,5° para o alcool isolado, comparacao
com -5,6° para o &lcool puro), um valor que € muito mais baixo do que as
necessidades da requerente. Ainda, o protocolo de isolamento, com base
em extragdo de solvente repetida em combinagdo com destilagao, néo é a-
plicavel economicamente em grande escala.

Existem varios métodos usad_os na literatura para otimizar a es-
tereosseletividade de redugdes microbianas, por exemplo, tratamento com
acetona das células microbianas ou realizagao da biotransformagio em sol-
ventes organicos. Ambos métodos tém as desvantagens que uso de solven-
tes torna o processo mais caro e, mais importante, o solvente usado compli-
ca mais o procedimento ja exigente para o isolamento de (S)-1,1,1-triflGior-2-
propano, que possui um ponto de ebulicao de 76-772 C.

Um outro método para aumentar a estereosseletividade é uso de
inibidores para bloquear a(s) enzima(s) dando o isémero indesejado. A.C.
Dahl e outros (1999), Tetrahedron: Asymmetry 10, 551-559, relataram a re-
ducao de etil-3-oxopentanoato com Levedura de padeiro ndo-tratada com
calor e alcool de alila em etil-3-(R)-hidréxi-pentanoato (100% de rendimento
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e 92-93% ee). Quando Levedura de padeiro tratada com calor (48° C por 60
minutos) foi usada em combinag¢do com alcool de alila o produto foi obtido
em 80-95% de rendimento e o ee foi aumentado para 98%. No entanto, para
a reagdo bem-sucedida uma concentracdo de substrato de aproximadamen-
te 1 g/L foi usada e 250 vezes de levedura com relagcdo ao substrato, respec-
tivamente 4 vezes de inibidor relativo ao substrato foram requeridas.

Um outro métodb para influenciar a estereosseletividade de uma
reducdo microbiana é realizar um tratamento com calor das células microbi-
anas, para inativar as enzimas dando o estereoisdmeros indesejado. Y. Ya-
sohara e outros (1999), Appl. Microbiol. Biotechnol. 51, 847-851; investiga- -
ram a reducdao de etil 4-cloro-3-oxobutirato (COBE) em 4-cloro-(S)-3-
hidroxibutirato (CHBE) com varias leveduras. Células tratadas com acetona
de Candida magnolia converteram COBE em rendimento molar de 75% em
(S)-CHBE com 91,0% ee. Quando as células de C. magnolia foram tratadas
com calor (602 C), (S)-CHBE foi obtido em um rendimento de 75% com
>98% ee. Por outro lado, quando células tratadas com acetona de Sacha-
romyces cerevisiase foram usadas (nao-tratadas com calor), (S)-CHBE foi
obtido em rendimento molar de 53% e apenas com 14,8% ee. Apos trata-
mento com éalor de células de S. cerevisiase a 50° C, (S)-C'HBE foi obtido
em apenas 10% de rendimento com 53,8% ee. (S)-CHBE foi obtido com
>98% ee apds tratamento com calor a 60° C (8%v de rendimento). Em uma
escala preparativa, usando C. magnolia, 90 g/l de COBE foram convertidos
quantitativamente em (S)-CHBE com 96,6% ee dentro de 60 horas, respecti-
vamente, em 97% de rendimento e com >99% ee usando células tratadas
com calor. A reacao foi realizada em um sistema de duas fases com acetato
de n-butila e requereu um sistema de regeneragdo de co-enzima (glicose,
NAD(P) e glicose desidrogenase). A necessidade de um sistema de regene-
ragao de co-fator baseado em glicose desidrogenase é devido a inativagao
das enzimas endogenas pelo tratamento com acetona.

Z.H. Yang e outros (2004), Ind. Eng. Chem. Res. 43, 4871-4875,
descreveram também a reducdo assimétrica de COBE em (S)-CHBE catali-

sada por levedura. Através de tratamento com calor da levedura (50° C) o ee
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de (S)-CHBE aumentou de 84% para 97%, com um aumento no tempo de
pré-tratamento de 30 para 120 minutos. Por outro lado a conversio de CO-
BE diminuiu de 96% para 82%. Glicose foi usada para regenerar NAD(P) em
NAD(P)H. A reacgéo foi realizada com levedura de levedura de padeiro seca.
O procedimento descrito ndo é util e ecbnémico para uso em grande escala.

K. Nakamura e outros (1996), Tetrahedron: Asymmetry 7, 409-
412, descrevem a redugao por levedura de a-dicetonas nos compostos hi-
droxiceto correspondentes, onde o tratamento com calor influenciou a regi-
osseletividade 'da reacdo. Embora, por exemplo, a redugao de 1-fenil-1,2-
propanodiona com levedura tratada com calor tenha dado 1-fenil-2-hidréxi-1-
propanona em 80% de rendimento e >98% ee, a reagdo requereu uma
quantidade relativamente grande de levedura (30 vezes com relagdo ao
substrato). | |

O obijetivo da presente inveng¢ao é prover um procedimento efici-
ente para produgao de (S)-1 ,1,1-trifldor-2-propanol de pureza enantiomérica
alta (>99% ee).

Foi verificado que a estereosseletividade de Levedura de padei-
ro comercial excepcionalmente econémica pode ser influenciada por um tra-
tamento com calor definido de modo que 1,1,1-trifluoracetona pode ser redu-
zida em (S)-1,1,1-triflGor-2-propanol de ee alto quase quantitativamente.

Nenhum inibidor de enzima e nenhum sistema de regeneragéo
de co-enzima é requerido para atingir a pureza enantiomérica alta desejada
de >99%. Felizmente, a inativagéo do biocatalisador através deste tratamen-
to com calor é limitada suficientemente de modo que ainda uma concentra-
cao de substrato tecnicamente relevante pode ser empregada e a quantida-
de de biomassa (que tem que ser usada para compensagao das perdas de
atividade) € ainda aceitavel para um processamento (workup) eficiente. Ain-
da, um processo de recuperacdo de produto tecnicamente atraente foi de-
senvolvido, com base apenas em destilacao.

A invengao pode ser descrita em mais detalhes como segue:
Esquema 1
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07 ~CF, > HO CFy (§)

Excesso enantiomérico: >99%

A invencao refere-se a um processo biocatalitico escalonavel
para preparagao de (S)-1,1,1-trifltor-2-propanol através de redugéo microbi-
ana assimétrica de 1,1,1-trifluoracetona com Levedura de padeiro com uma
pureza enantiomérica de >99%, compreendendo as etapas:

a) aquecimento de uma suspensao de Levedura de padeiro em tampao de

fosfato de potassio .a 0,1-0,4M para 50-52° C durante um periodo de 60 mi-

nutos, '
b) manutencgédo desta suspensao a 50-52° C durante um periodo adicional de

90 minutos,

c) diluicdo da suspensdo aquecida com tampao para uma concentragdo de

levedura de 20-30% p/v e esfriamento para 102 C dentro de 120 minutos,

d) manutengao do pH constante a 7,4 a 7,5 através da adi¢cao automatica de

solucao de KOH a 4M durante todo o processo,

e) adicdo de 1,1,1-trifluoracetona para uma concentragéo de 1-5% (p/v) para

realizacdo da biotransformacdo em uma temperatura abaixo do ponto de

ebulicao de 1,1,1-trifluoracetona, |

f) redugdo de 1,1,1-trifluoracetona em (S)-1,1,1-trifluor-2-propanol em uma
temperatura de 20° C dentro de 5 a 8 dias, e '

g) isolamento do (S)-1,1,1-triflior-2-propanol através de uma seqiéncia de

etapas de destilagao.

Conforme aqui usado, a "Levedura de padeiro” € uma levedura
de padeiro comercial padrao econémica, obtenivel em quantidad‘es grandes,
por exemplo, da Klipfel AG, Rheinfelden (Suiga). '

As condicdes preferidas sdo como segue:

i) a biotransformacao é realizada em temperatura ambiente durante um peri-
odo de tempo de 5-8 dias,

i) 0 tampao usado é tampao de fosfato a 0,1M pH 7-8,

iii) a concentracdo do substrato é 2-4% plv,

iv) a concentracéo do substrato & 3% p/v,
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v) a ultima etapa de destilacao é uma retificacao,
vi) (S)-1,1,1-trifldor-2-propanol é usado como um constituinte para APIs em
disturbios psiquicos,
vii) (S)-1,1,1-trifldor-2-propanol é usado como constituinte para APIs confor-
me descrito no WO 2005/014563,
viii) os APIs conforme descrito no WO 2005/014563 podem ser preparados
com uma pureza isomérica de >99% ee. |
O obstaculo de uma redugao assimétrica altamente estereosse-
letiva de 1,1,1-trifluoracetona pela Levedura de padeiro é — conforme tam-
bém parcialmente mostrado palas referéncias citadas — o efeito adverso de
tratamento com calor, por um lado aumento da estereosseletividade (obvia-
mente inativando predominantemente as enzimas de redugao menos seleti-
vas) e por outro lado diminuindo a atividade (obviamente também inativando
a(s) enzima(s) seletiva(s)). Este obstaculo pode ser esperado ser mais pro-
nunciado em concentragdes de substrato mais altas, tecnicamente mais re-
levantes (mas fisiologicamente menos favoraveis). A
Surpreendentemente, foi agora constatado que uma ponte ex-
tremamente estreita de condi¢cbes para um tratamento com calor de Levedu-

ra de padeiro existe (60-52° C por 90-240 minutos) para reduzir significan-

temente a atividade da(s) enzima(s) indesejada(s) sem afetar muito a ativi-

. dade e a estabilidade da(s) enzima(s) seletiva(s).

A tal Levedura de padeiro pré-condicionada pode entdo ser usa-
da para preparar (S)-1,1,1-triflor-2-propanol através de reducdo de 1,1,1-
trifluoracetona — sem uso de um inibidor de enzima adicional — com >99%
ee, em uma concentragao de substrato ainda tecnicamente relevante e uma
concentragao de biomassa aceitavel de 30% p/v de levedura (10 vezes ex-
cesso de levedura com relagdo ao substrato) permitindo um procedimento
de processamento com excelente rendimento.

A reducgdo quase quantitativa do substrato — sem requerer um
sistema de regeneragdo de co-enzima — é da mesma maneira importante
para o processo devido ao alto preco do substrato. Foi constatado que ha

uma faixa de temperatura muito estreita para o tratamento com calor entre
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seletividade insuficiente e inativacao de catalisador.

Ainda, Levedura de padeiro nao estd apenas comercialmente
disponivel, e entdo nenhum equipamento de fermentacao é requerido para
preparar o biocatalisador para realizar o processo, mas ela é também ex-
cepcionalmente econdmica. Isto contribui adicionalmente para a economia
do processo.

O processo podé ser também realizado usando Levedura de pa-
deiro de outros fabricantes, por exemplo, da DSM (Dordrecht, Paises Bai-
xos), Proofex (Dublin, Irlanda), S.I. de Leuvre Fala (Strasbourg, Franga), Su-

“omen Hiiva Ou (Lahti, Finlandia) ou Hefe Fabrik Giegold (Schwarzenbach, -

Alemanha). Em todos os casos 0 excesso enantiomérico de TFIP produzido
na biotransformagao seguindo tratamento com calor a 50° C é 2 99% (vide

Tabela abaixo). Que o tratamento com calor teve um efeito amplamente si-

‘milar sobre a seletividade de todas as leveduras testadas indica que qual-

quer Levedura de padeiro comercialmente disponivel pode ser usada no

processo descrito.

Fornecedor | Tratamento | EtOH Rendimento | R-TFIP | S-TFIP
da Levedura | com Calor |(g/L) | de TFIP (%) (.%) (%)
Klipfel | Nao 1,1 94,8 2,1 97,9
Klipfel Sim 07 735 |02 99,8
DSM Nao 5,0 88,3 3,1 96,1
DSM Sim 6,3 67,8 0,4 99,6
Proofex Nao 0,2 31,1 1,5 98,5
Proofex Sim 0,0 38,8 0,4 - 199,6
Fala Nao 53 96,9 2,2 98,8
Fala Sim 3,1 80,2 0,2 99,8
Suonenhiiva | Nao 3,9 91,7 1,9 98,1
Suonenhiiva | Sim 4,2 64,7 0,5 99,5
Giegold N&o 7,5 70,0 24  |976
Giegold Sim 147 42,0 0,6 99,4
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Os resultados foram obtidos como segue:

50 g de cada levedura foram suspensos para um volume final de
100 ml em tampao de fosfato de potassio a 0,1M pH 7,4 e transferidos para
garrafas de vidro de 250 ml. As leveduras suspensas foram submetidas a
tratamento com calor a 502 C por 2 horas em um banho de dgua aquecida.
ApGs esfriamento em gelo as leveduras foram diluidas para 30% p/v com
tampao. Aliquotas de 2,5 ml foram entdo transferidas para garrafas de soro
de 10 ml e 86 ul de uma solugéo de 940 g/L de TFAC em agua foram' adicio-
nados para dar uma concentragao final de 3% p/v. Apos fechamento com

tampas de borracha as garrafas foram incubadas por 6 dias com giro a 20°

C. Periodicamente amostras foram removidas e analisadas através de GC e

GC quiral para quantificacao de TFAC (1,1,1-trifluoracetona), EtOH (etanol)

e TFIP (1,1 ,1-trifluor-2-propahol) e determinacdo do excesso enantiomérico

do produto.

Ainda, e ndo menos importante, um procedimento de processa-
mento inesperadamente eficiente para recuperagao do produto em pureza e
rendimento altos deste biocaldo de densidade alta foi encontrado. Este pro-
cesso € baseado apenas em destilagdo. Nenhum solvente de extracdo é
usado para recuperacéo do produto.

Para completar o processg para preparagao de (S)-1,1,1-triflior-

. 2-propanol (Esquema 1) pode ser subdividido formalmente em trés etapas:

1. Pré-tratamento de Levedura de padeiro

A levedura (2-4 kg) é suspensa em tampao de fosfato de potas-
sio (pH = 7,4) e a suspensao trazida'para o volume final desejado de 6 L. A
suspensao é aquecida para 50° C durante um periodo de 60 minutos e man-
tida nesta temperatura por mais 90 minutos. Apés 90 minutos aquecimento é
parado e uma porg¢ao adicional de tampao de fosfato de potassio frio é adi-
cionada para ajustar a concentra¢ao de levedura para 30% p/v. A suspensio
¢é esfriada para 5-20° C durante um periodo de 90 minutos.
2. Biotransformacéao

1,1,1-Trifluoracetona (0,15-0,3 kg) é adicionada a suspensdo de
levedura esfriada obtida na etapa 1 e a temperatura é trazida para 202 C. A
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fim de manter a concentragdo de etanol no caldo de reagédo baixa, o pH é
mantido a 7,4 a 7,5 através da adigdo controlada de solugao de KOH a 4M.
Devido ao ponto de ebulicdo similar de (S)-1,1,1-triflior-2-propanol (p.e. 76-
77° C) e etanol (p.e. 782 C), uma concentragado baixa de etanol na mistura de
reacgdo é essencial para isolar (S)-1,1,1-trifldor-2-propanol livre de etanol em
alto rendimento. Este aspecto é uma parte essencial deste procedimento.
Opcionalmente, o substrato'pode ser adicionado em um processo do tipo
"fed-batch".

A concentragdo de substrato usada no presente processo é sig-
nificantemente maior do que aq'uelas descritas na técnica anteriof. Esta pro-
dutividade volumétrica maior resulta em economias de custo consideraveis

devido a volumes menores requeridos para reagdo e isolamento de produto.

Uma conversédo praticamente completa do substrato foi verificada se o tem-

po de reagao for 5-8 dias.

3. Isolamento e purificagcao de (S)-1,1,1-trifldor-2-propanol

(S)-1,1,1-trif|ﬂor-2-propanol ¢ isolado do biocaldo obtido na eta- -
pa 2. Na 12 destilagdo de batelada o volume do produto é reduzido por um
fator de 10 e uma solugédo de TFIP aquosa de aproximédamente 25% plp é
obtida. Inespéradamente, apesar do teor de biomassa alto (empregado para
compensar a pelr,da‘ de atividade da enzima) do biocaldo, 0 produto pode ser..
recuperado em rendimento praticamente quantitativo.

Na 22 destilagdo em batelada em cloreto de sédio o teor de agua
do produto é reduzido mais para dar um produto de aproximadamente 90%
m/m. Alternativamente, a 22 destilacdo em batelada pode ser realizada sem
cloreto de s6dio, dando um produto de aproximadamente 80% p/p.

Na 32 destilagao, retificacdo em uma coluna de revestimento
(packed column), produtos colaterais indesejados tal como tragos de 1,1,1-
trifluoracetona e etanol nao-reagidos sdo removidos. (S)-1,1,1-trifldor-2-
propanol purificado € obtido finalmente como produto a 95% p/p, com 5% de
agua e <0,2% de impurezas organicas. O teor de etanol é critico (uma vez
que ele poderia reagir na etapa de reagao subsequente também e prejudicar

a pureza do API) e deve ser <0,5% (p/p) que é um desafio para biotransfor-
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macao e processamento.

Opcionalmente, (S)-1,1,1-triflior-2-propanol anidro pode ser pre-
parado através da introducdo de uma etapa de secagem com peneira mole-
cular antes ou apos a ultima etapa de destilagao, ou usando destilacdo ex-
trativa ou pervaporacao. |

Foi também mostrado que aumento da concentragao de levedu-
ra para 60% p/v leva a uma redugao significahte no tempo de reacédo (fator‘
2) necessario para atingir 95% de rendimento, o que potencialmente leva a
economias de custo em escala de producao. Efeitos de duplicagdo da con-
centragdo de levedura de a partir de 30% p/v a 60% p/v em biotransforma-
¢Oes em escala de 10L sdo mostrados na tabela abaixo.

Experimento Concentragéo Tempo de Rea- | Rendimento de Bio-
de Levedura | cao (h) transformacgao (%)
(plv)
A 30 % 66 78
138 94
B 30 % 66 84
138 95
C ” 60 % 66 96
138 -
D |60% 66 98
138 -

Conforme acima mencionado, o (S)-1,1,1-trif|dor—2-propanol ob-
tido pode ser usado como constituinte para a preparacao de compostos far-
maceuticamente ativos, tendo uma porgdao 1,1,1-trifluorpropan-2-ila S-
configurada. Como um exemplo, 0 Esquema 2 mostra a preparagcao de com-
postos farmaceuticamente ativos.que séo inibidores do transportador de gli-
cina usando tal constituinte. Tais compostos sdo descritas no WO
2005/014563.
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Os compostos preparados no Esquema 2 contém uma porgao
1,1,1-trifluorpropan-2-il éter (S)-configurada que é introduzida na molécula
através do constituinte (S)-1,1,1-triflior-2-propanol na pentltima etapa de

sintese em uma ramificagdo de uma sintese convergente (vide Esquema 2).

Esquema 2
o F 1 0 O/LCFs
r?  HO”CF, R®
HO HO
g R* Cs,CO,, R® R
L DMA, R
: 120°C, 48 h
NH
A o} o’LCF3
3
N R
(COCI),, tolueno A,'N\) R® R*
NEt,, rt, 2h R®

Nenhum procedimento de cristalizagcao foi encontrado até agora
para enriquecer enantiomericamente os intermediarios para o API. Deste
modo, é essencial usar (S)-1,1,1-trifllor-2-propanol de uma pureza enantio-
mérica de >99% para a sintese dos APls.

Exemplos
Escala de laboratorio

Exemplo 1 (Pré-tratamento de Levedura de padeiro)

3,0 kg de Levedura de padeiro (Blockhefe of Klipfel AG, Rhein-
felden, Suiga; n® do produto 101010) foram dispersos em tampao de fosfato
de potassio a 0,1M pH 7,4 e o volume levado para 6L (50% p/v) com o
mesmo tampao. A levedura suspensa foi entdo transferida para um reator de
vidro de temperatura controlada de 15L. Um agitador montado no alto foi
usado para mistura (200 rpm). A suspensao de levedura foi entdo aquecida
da temperatura ambiente para 502 C em um periodo de 60 minutos e a tem-
peratura mantida neste valor por mais 90 minutos. Neste ponto aquecimento
foi parado. Mais 4L de tampao frio (42 C) foram entdo adicionados para tra-
zer o volume total para 10L (30% p/v de levedura). O caldo foi esfriado para
102 C durante um periodo de cerca de 90 minutos. Um valor de pH de 7,4 a
7,5 foi mantido pela adicdo automatica de solugdo de KOH a 4M usando um



10

12

pH-stat.

Tratamento com Calor

Tempo (min) | Temperatura (°C) | Solucdo de KOH a 4M consumida (g/L)
0 24,3 2 |
20 35,0 2,6
45 47,8 4
60 49,2 5,8
90 49,4 10,4
150 494 16,8
160 43,3 n.d.
170 28,9 19,6
195 24,3 ‘ 21,2
215 18,3 24,2
245 11,2 26,2

Exemplo 2 (Biotransformagao)

304 g de 1,1,1-trifluoracetona foram adicionados ao caldo esfria-
do (10 L) e a temperatura foi mantida a 20°C por toda a duragéo da reagao
que foi de 5 dias neste caso. O caldo de reagao no recipiente foi continua-

. mente revestido com nitrogénio (razbes de seguranga). O pH foi mantido a

7,4 a 7,5 através da adicao automatica de solugdo de KOH a 4M de um pH-
stat. Periodicamente, amostras foram removidas e analisadas através de GC
e a GC quiral para quantificagdo de TFAC (1,1,1-trifluoracetona), EtOH (eta-
nol) e TFIP (1,1,1-trifldor-2-propanol) e determinagéao do excesso enantiomé-
rica do produto.
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Biotransformacao

Tempo de Re- | TFAC (g/L) | EtOH | TFIP (g/L) | R-TFIP | S-TFIP
acéo (h) (/L) (%) (%)

1 23,0 23 0,7

2,5 19,5 [28 |28

71 4,6 2,4 21,5 0,4 99,6
90 2,5 2,5 24,1

96,5 3,1 22 |240

117 2,7 2,3 24,7

144 2,4 2,0 24,0

Exemplo 3 (Isolamento de (S)-1,1,1-triflior-2-propanol a partir do biocaldo e
seu enriquecimento)

10,9 kg de biocaldo foram transferidos para um rotavapor Biichi
R152 com frasco de fundo redondo de 20 L, equipado com uma armadilha
criogénica (cold trap) (gelo seco). A destilagéo foi realizada em temperatura
de banho de 60° C a 1,4kpa (140 mbar) de vacuo e temperatura de conden-
sador de 15° C. A temperatura de destilagdo observada era 552 C. A Fragdo
1 (vide abaixo) foi combinada com o produto obtido né armadilha criogénica
(solugéo bifasica). A composicao do produto foi analisada através de GC.

1? destilacio

Descricao do produto Peso(g) | TFAC(g) | EtOH (g) | TFIP(g)
Biocaldo 10919,0 26,2 21,8 262,2
Fragago 1 & Produto da| 1001,9 20,7 4,7 258,8
Armadilha criogénica |

Fracao 2 548,4 4,3 3,4 1,0
Reservatoério de destilacao | 9539,0 1,2 13,8 2,5

Ao produto da 12 destilagao (fragdo 1 e produto da armadilha

criogénica) foram adicionados 300 g de cloreto de sddio e a mistura foi agi-

tada por uma hora. Uma mistura de TFIP, fase aquosa e cloreto de sodio foi
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obtida. A mistura toda foi transferida para um rotavapor Bichi R124 com um
frasco de fundo redondo de 2L. A destilacao foi realizada a 90-982 C de tem-
peratura de banho em pressdo ambiente e em 152 C de temperatura do con-

~ densador. Uma primeira fragdo de TFIP foi obtida a 82-85° C, uma segunda

fracdo a 85-98° C.

2° destilacéo

Descrigao do produto | P.e. Peso (g) | TFAC(g) | EtOH (g) | TFIP (g)
(°C)

Produto da 1a destila- | 1301,9 | 20,7 4,7 258,8
cao/NaCl |
Fracédo 1 82-85 |2871 12,2 7,8 254,6

| Fracdo 2 85-98 |92 0,3 0,5 7.5
Recipiente de destila- 1003,1 0,1 - 6,9 3,8

| cdo

O Produto obtido através da combinag:éo»das fracbes 1 e 2 foi

~ usado para a destilagao final.

Exemplo 4 (Purificagao final de (S)-1,1,1-triflior-2-propanol)
625 g de (S)-1,1,1-trifldor-2-propanol enriquecido obtido apds a

S T

. 22 destilagdo de duas reagdes de biotransformacao na escala de 10L foram

usados para a destilagao fracional final. A destilagao foi re_alizad"a usando um
frasco de fundo redondo de 1 L conectado a uma coluna de destilagdo de 5 x
150 cm (Sulzer packing BX). A coluna foi equipada com um divisor de refluxo
no alto. A destilagéao foi realizada em temperatura de banho de 150° C em
pressdao ambiente e em temperatura de condensador de 52 C. A razao de
refluxo selecionada (1:20 a 1:99) era dependente da qualidade do produto
obtido (através de monitoramento em GC). O tempo para retirada de destila-
do foi 1 segundo. |
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3? destilacdo

Descricato do | RLV | P.e. Peso (g) | TFAC | EtOH | TFIP (g)

produto (°C) (9) (9)

Material de par- | - 624,6 9,11 37,58 |546,6

tida

Fragéo 1 1:20 | 59,0 -|86,0 8,69 0,08 76,0
76,4

Fracao 2 1:20 | 76,4 -|49,5 0,61 0,00 49,1

" 76,7 :

Fragédo 3 1:20 | 76,7 -|49,1 0,28 0,00 50,3
76,8 '

Fragao 4 1:20 | 76,8 -|51,4 0,15 0,00 54,4
76,9

Fragao 5 1:20 | 76,9 47,7 0,08 0,00 50,9

Fragao 6 1:20 | 76,9 46,9 0,05 0,00 48,99

| Fracao 7 1:40 | 76,9 26,4 0,02 0,02 27,56

Fragao 8 1:40 | 76,9 -|28,3 0,04 0,04 28,62
77,0

Fragdo 9 1:40 |77,0 -|33,7 0,03 0,18 35,01
77,4

Fragcao 10 1:40 | 77,4 -|22,7 0,02 0,49 23,51

’ : . 78,2

Fragao 11 1:40 | 78,2 -|3,26 0,01 |0,14 2,88
78,3

Fragao 12 1:99 78,3 -|31,8 0,04 2,42 27,36
79,1

Fragdo 13 1:99 | 79,1 -|23,1 0,02 3,27 16,81
79,3

Recipiente de | - 108,4 0,35 35,87 |64,39

destilacao '

O Produto final obtido através da combinagao das fragbes 2 a 8
(299 g) mostrou os dados analiticos que seguem:
Identidade através de RMN (CDCl3) e HPLC/MS: de acordo;
composicao (GC): 94,8% p/p TFIP, 0,4% p/p TFAC, 0,02% p/p etanol;
teor de agua (Karl-Fisher): 4,8% p/p;
excesso enantiomérico (GC quiral): 99,3%
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Preparaciao em grande escala

Exemplo 5 (Pré-tratamento de Levedura de padeiro)
a) Tratamento com calor de Levedura de padeiro:

Um recipiente de reacao de ac¢o inoxidavel de 800 L foi enchido
com 240 L de tampao de fosfato a 0,1M de pH 7,5 esfriado para 102 C. O
tampao foi preparado através da dissolucao de 10,88 kg de diidrogeno fosfa-
to de potéassio (no. do produto 60220; FIuka/SUiga) e 4,08 kg de hidréxido de
potassio (no. do produto 60370; Fluka/Sui¢a) em 804 L de agua deionizada,
240 kg de Levedura de padeiro (no. do produto 104020, Sackhefe; Klipfel
AG, Rheinfelden/Suiga) foram adicionados com agitagdo. A mistura foi agi-
tada mais a 10° C por 60 minutos para homogeneizar a suspensao de leve-
dura. A sonda de temperatura mergulhando na suspensao foi instalada e o
reator foi inertizado. A suspehséo de levedura foi aquecida para 50,32 C (+/-
0,52 C) dentro de 83 minutos e mantida a 50,32 C (+/- 0,52 C) por 90 minutos.
Entao 320 L de tampao de fosfato a 0,1M pH 7,5 de 102 C foram adicionados
e a mistura foi esfriada para 102 C dentro de 67 minutos. Durante tratamento
com calor o valor do pH da suspenséo foi mantido em pH 7,5 através da adi-
¢ao controlada (pH-stat) de uma solugao de hidroxido de potassio a 50%
(12,0 kg). A suspensao de levedura preparada foi armazenada temporaria-
mente a 102 C no recipiente de reagado por 25 horas, mantendo o controle do

. pH de 7,5 (5,8 kg de solugao de hidréxido de potassio a 50% consumidos).

b) Teste de uso de Levedura de padeiro tratada com calor:

Um teste de uso foi realizado para verificar a ativida-
de/estereosseletividade desejada da levedura preparada antes da adicao da
1,1,1-trifluoracetona cara. 2L da suspensao de levedura tratada com calor
foram postos em um reator de vidro de laboratério de 2L. 60 g de 1,1,1-
trifluoracetona foram adicionados com agitagdo a suspensao esfriada (102
C). A mistura de reacao foi subsequentemente aquecida para 212 C dentro
de 60 minutos. Durante a biotransformacao o valor do pH da mistura de rea-
¢ao foi mantido em pH 7,5 através da adicdo controlada (pH-stat) de uma
solugao de hidroxido de potassio a 25% (16 g adicionados dentro de 20 ho-
ras). (S)-1,1,1-triflior-2-propanol foi obtido em rendimento de 32% e 99,2%
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ee apds 20 horas de tempo de reacgao (critérios de teste: >25% de rendimen-
to de >98,9% ee apds 15-30 horas de tempo de reacao).
Exemplo 6 (Biotransformacgao)

' 24;7 kg de 1,1,1-trifluoracetona gelada foram transferidos atra-
vés de um tubo de imersao dentro de 55 minutos para a suspenséao de leve-
dura esfriada (10° C) com agitagao. Apés agitar por mais 20 minutos a tem-
peratura da mistura de reagéo foi aumentada para 20° C dentro de 55 minu-
tos. Durante a biotransformacéao o valor do pH da mistura de reagdo foi man-
tido em pH 7,5 através da adi¢ao controlada (pH-staf) de uma solugéo de
hidroxido de potassio a 50% (16,8 kg éonsumidos dentro de 159 horas). (S)-
1,1,1-trifluor-2-propanol foi obtido em 96% de rendimento e 99,4% ee apos
tempo de reacao de 159 horas. 860 kg de mistura de reagao foram obtidos.
A mistura de reagdo foi entao armazenada por 1 diaa20°C e 3 diasa6°C
antes do inicio da recuperagdo do produto de destilagdo.

Exemplo 7 (Isolamento de (S)-1,1,1-triflGor-2-propanol a partir do biocaldo e
seu enriquecimento)

a) Primeira destilacao:

_ A destillagéo foi realizada fora do recipienté de reacdo que era
equipado com um condensador. A destilagao foi realizada a 60° C de tempe-

ratura de revestimento, pressdo de 1,4 Kpa (140 mbar) e temperatura do
condensador de 6-8° C. Para prevenir espumagéd excessiva 0,5 kg de anti-
espumante Basildon (no. do produto BC 86/013; Basildon Chemical Com-
pany Ltd/Inglaterra) foi adicionado. A composi¢do do produto foi analisada
através de GC. A destilacdo deu 101 kg de produto da etapa 1, incl. produto
na armadilha criogénica de gelo seco. A composi¢cao do produto era 19,8
m/m-% de 1,1,1-trifldor-2-propanol, 0,2% de 1,1,1-trifluoracetona, 2,5% de
etanol e 77,5% de agua.

b) Sequnda destilacéo:

A destilacao do produto da etapa 1 foi feita em. trés bateladas
cada uma de aproximadamente 30L em um rotavapor Blchi R187 com um
frasco de destilagcao de 50 L. Em uma temperatura de banho de 902 C e uma
temperatura de condensador de 12-15° C uma primeira fragao foi tomada em
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pressdo normal até que a temperatura do cabecote caiu para <602 C. Uma
segunda fragao foi tomada a 7 kpa (700 mbar) e uma terceira fracdo de 5
kpa (500 mbar). A qualidade das fragdes obtidas foi analisada com GC e
agrupamento de fracdes apropriadas foi feito de acordo com um critério de
pureza preajustado usando calculo de Excel (razao de 1,1,1-triflGor-2-
propanol para etanol > 15). No total 28,5 kg de produto da etapa 2 foram ob-
tidos. A composi¢cdo do produto era 79,3 m/m-% de (S)-1,1,1-trifldor-2-
propanol, 0,7% de 1,1,1-trifluoracetona, 4,9% de etanol e 15,2% de agua.

c) Terceira destilacéo:

A destilacao do produto da etapa 2 foi realizada em duas batela-
das cada uma de aproximadamente 14 kg em uma coluna de retificagdo de 5
X 150 cm (Sulzer packing BX) com um frasco de fundo redondo de 20 L. A
coluna foi equipada com um divisor de refluxo no alto. A destilagao foi reali-
zada em temperatura de banho de 1152 C, pressdo ambiente e temperatura
de condensador de 52 C. A razdo de fluxo selecionada (1:10 a 1:50) era de-
pendente da qualidade do produto obtido (através de monitoramento em
GC). O tempo para retirada de destilado era 1 s. Agrupamento de fracdes de

. produto puro apropriadas foi feito de acordo com os critérios de pureza prea-

justados usando calculo de Excel. (S)-1,1,1-triflGor-2-propanol puro, conten-
do 5% de agua azeotropica e <0,1% de etanol, destilou a 76,72 C a 76,8° C.

. A destilacao em duas bateladas deu 20,5 kg de produto da etapa 3 (critérios:

2 90% de (S)-1,1,1-trifluor-2-propanol, <0,5% de etanol) e 2,2 kg de produto
secundario da etapa 3 (critérios: = 80% de (S)-1,1,1-triflior-2-propanol, < 5%
de etanol) que por sua vez renderam mais 1,4 kg de produto da etapa 3 a-
pos redestilagdo. No total, a destilagédo fracional deu 21,8 kg de (S)-1,1,1-
triflor-2-propanol purificado.

Propriedades de (S)-1.1,1-trifldor-2-propanol produzido:

O produto agrupado da destilagao (21,8 kg) mostrou os dados
analiticos que seguem:
ldentidade através de RMN (CDCl3) e HPLC/MS: de acordo;
composigao (GC): 95,1% p/p de TFIP, <0,1% p/p de TFAC, 0,1% p/p de eta-

nol;
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" teor de agua (Karl-Fisher): 5,2% p/p;

excesso enantiomérico (GC quiral): 99,4%.
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REIVINDICAGOES

1. Processo biocatalitico escalonavel para a preparagdo de S-
1,1,1-trifldor-2-propanol com um excesso enantiomérico de >99% através de
redugdo microbiana assimétrica de 1,1,1-trifluoracetona com Levedura de
padeiro compreendendo as etapas:
a) aquecimento de uma suspenséo de Levedura de padeiro em tampéo de
fosfato de potassio a 0,1-0,4M para 50-52° C durante um periodo de 60 mi-'
nutos, :
b) manutengéo desta suspenséo a 50-52° C durante um periodo adicional de
90 minutos, ' '
c) diluicdo da suspensédo aquecida com tampao para uma concentragdo de
levedura de 20-30% p/v e esfriamento para 102 C dentro de 120 minutos,
d) manuteng¢ao do pH constante a 7,4 a 7,5 através da adicdo automatica de
solugédo de KOH a 4M durante todo o processo,
e) adigdo de 1,1,1-trifluoracetona para uma concentragdo de 1-5% (p/v) para

~ realizagdo da biotransformagdo em uma temperatura abaixo do ponto de

ebuligéo de 1,1,1-trifluoracetona,

. f) redugéo de 1,1,1-trifluoracetona em (S)-1,1,1-triflGor-2-propanol em uma

temperatura de 20° C dentro de 5 a 8 dias, e
g) isolamento do (S)-1,1,1-triflior-2-propano! através de uma seqiiéncia de

. etapas de destilagao.

2. Processo biocatalitico de acordo com a reivindicagdo 1, onde
a biotransformacao é realizada em temperatura ambiente durante o periodo
de 5-8 dias.

3. Processo biocatalitico de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que o tampé&o usado é tampao de fosfato a 0,1M pH 7-
8.

4. Processo biocatalitico de acordo com a reivindicagéo 1, carac-
terizado pelo fato de que a concentragéo do substrato é 2-4% p/v.

5. Processo biocatalitico de acordo com a reivindicacgéo 4, carac-
terizado pelo fato de que a concentragéo do substrato é 3% p/v.

6. Procedimento de isolamento como definido na reivindicagao 1,
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onde a Ultima etapa de destilagao € uma retificacao.

7. Uso de (S)-1,1,1-triflior-2-propanol como definido nas reivin-
dicagdes 1-6 como constituintes para APIs em disturbios psiquicos.

8. Uso de (S)-1,1,1-trifltor-2-propanol como definido nas reivin-
dicagdes 1-7 como constituinte para APIs conforme descrito no WO
2005/014563. '

9. Processo biocatalitico como definido nas reivindicages 1-8,

- onde os APIs conforme descrito no WO 2005/014563 podem ser preparados

com uma pureza isomérica de >99% ee.

10. A invengao conforme aqui anteriormente descrito.
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_ RESUMO
Patente de Invengao: "REDU(;iiO ASSIMETRICA DE 1,1,1-TRIFLUORA-
CETONA".
A presente invengao refere-se a um processo biocatalitico esca-
lonavel para a preparagdo de S-1,1,1-triflGor-2-propanol com um excesso
enantiomérico de >99% através da redugdo microbiana assimétrica de 1,1,1-

trifluoracetona com Levedura de padeiro.
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