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RESUMO

Biorreducao de metilenocetoésteres por microrganismos

A redugdo microbiolégica de a-metileno-B-cetoésteres é capaz de fornecer
produtos com reducdo quimio, enantio e diasterosseletiva da ligacdo C=C, da ligacéao
C=0, ou mesmo de ambas, fazendo uso das enoato redutases e alcool desidrogenases
presentes nos microrganismos. Sendo assim, os substratos em estudo foram
sintetizados empregando diferentes protocolos, entretanto, 0 que mostrou ser mais
eficiente consistiu do preparo a-metileno-B-hidroxi-ésteres, conhecidos como adutos de
Morita-Baylis-Hillman, seguido de oxidagdo com &cido 2-iodoxibenzédico. Os substratos
2-(benzoil)-prop-2-enoato de metila, 2-[(4-clorofenil)carbonil]-prop-2-enoato de metila e
2-[(4-bromofenil)carbonil]-prop-2-enoato  de metila foram biorreduzidos com
Saccharomyces cerevisiae tipo |l (Sigma-Aldrich®), Pichia stiptis CCT 2617,
Rhodotorula glutinis CCT 2182 e Pichia kluyveri CCT 3365 como biocatalisadores. Os
a-metil-B-hidroxi-ésteres foram formados tendo Saccharomyces cerevisiae tipo || como
melhor biocatalisador, com rendimentos de 70 a 79% além de apresentarem razdes
syn/anti de até 9:1 com excessos enantioméricos de 99% para ambos
diastereoisdbmeros e predominancia do diastereoisdbmero syn (25,3S) sobre o anti
(2R,3S). Foram avaliados como suporte para o substrato a resina polimérica XAD7HP,
que, apesar de fornecer incrementos na diastereosseletividade, apresentou resultados
insatisfatorios para a conversao dos a-metil-B-hidroxi-ésteres. A alternativa empregada
para contornar os baixos rendimentos apresentados foi 0 uso de papéis de filtro como
suporte para o substrato, realizando o fornecimento do substrato ao meio reacional. O
produto 3-(p-bromofenil)-3-hidroxi-2-metil-propanoato de metila teve sua configuracao
absoluta determinada por RMN de 'H empregando o método de Mosher, obtendo a
configuragéo (2S,3S).

Palavras-chave: Biorredugdo, Saccharomyces cerevisiae, metilenocetoésteres, resina
XAD7HP, papel de filtro.
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ABSTRACT

Bioreduction of methyleneketoesters mediated by microrganisms

The microbial reduction of a-methylene-B-ketoesters can furnish products with
chemio, enantio and diasteroselective reduction of C=C, C=0 or both bonds, making
use of the enoate reductases and alcohol dehydrogenases present on microorganisms.
Thus, the substrates studied here were prepared using different protocols, but, the one
that showed better results consisted of the preparing of Morita-Baylis-Hillman aducts
followed by their oxidation with 2-iodoxybenxoic acid. Methyl 2-benzoylprop-2-enoate,
methyl 2-[(4-chlorophenyl)carbonyl]prop-2-enoate and methyl 2-[(4-
bromophenyl)carbonyl]prop-2-enoate were bioreduced by type Il Saccharomyces
cerevisiae (Sigma-Aldrich®), Pichia stiptis CCT 2617, Rhodotorula glutinis CCT 2182
and Pichia kluyveri CCT 3365 as biocatalysts and the first one showed better activity.
The a-methyl-B-hydroxy-esters were obtained up to 79% yield, showing syn/anti ratio up
to 9:1 and e.e. of 99% for both diasterecisomers, also was observed that the syn (25,
3S) prevailed over its anti diastereoisomer (2R,3S). The use of the polymeric resin
XAD7HP as substrate reservoir was evaluated, obtaining good improvement on the
diastereoselectivity, although the conversion was unsatisfactory. The chosen alternative
to achieve the presented yields was the use of filter paper as substrate reservoir,
performing the substrate feeding to the medium. Assignment of the absolute
configuration of methyl 3-(p-bromophenyl)-3-hydroxy-2-methyl propanoate was
determined by Mosher’s method, obtaining the configuration (2S,3S).

Key-words: Methyleneketoesters, Saccharomyces cerevisiae, bioreduction, XAD7HP
resin, filter paper.
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1. Introducao

1.1 Enzimas e biocatalise

Enzimas sdo consideradas catalisadores que permitem a execugdo de processos
quimicos complexos sob condicdes brandas e ecologicamente corretas'. Sua funcédo
catalicamente ativa € resultado das suas estruturas tridimensionais complexas e do sitio
ativo integrado no mesmo, o que permite o reconhecimento altamente especifico para
substratos especificos?.

Dentre outras propriedades, a quimio e estereosseletividade das enzimas
geralmente é alta ou excelente, como resultado disso, a regio, diastereo e a
enantiosseletividade das reagdes enzimaticas apresentam-se igualmente excelentes®.

Essas caracteristicas tornam as enzimas candidatas interessantes em diversos
processos, além de terem atraido a atengdo da comunidade académica e da industria
como uma ferramenta sintética ao lado de outras disciplinas de organica como a sintese
“classica”, catalise por metais e organocatalise®.

As enzimas sao classificadas levando em consideracao o tipo de reagcédo que elas
catalisam, sendo assim, elas sao subdivididas e categorizadas em 6 classes. A tabela 1
resume as principais classes de enzimas. Essas classes sao delimitadas pela Comissao
de Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (/nternational
Union of Biochemistry and Molecular Biology), 6rgao responsavel pela identificacao das

enzimas®.

' Mateo, C., Palomo, J. M., Lorente-Fernandez, G., Guisan, J. M., Lafuente-Fernandez, R., Enz. Microb.
Tech. 2007, 40, 1451-1463.

2 VOET, D., VOET, J. G., Pratt, C. W. Fundamentos de Bioguimica, 2002, Artmed. Porto Alegre, pp. 24-
285.

% Uppenber, J., Oehmer, N., Norin, M., Hult, K., Kleywegt, G. J., Patkar, S., Waagen, V., Anthonsen, T.,
Jones, T.A. Biochemistry, 1995, 34, 16838—16851.

4 Drauz, K., Gréeger, H., May, O. Enzyme catalysis in organic synthesis, 2012, 3° ed., Wiley-VCH,
Alemanha, pp. 3.

® http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ (Acessado em 6 de janeiro de 2013).
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Tabela 1. Classificacao geral para as enzimas

Classe de enzima Classe

Reacdes onde atuam

Oxidorredutases 1

Reducéo de ligacées C=0, C=C; aminacao
redutiva de C=0; oxidacao de ligacdo C-H, C-

N e C-O; reducgao/ oxidacao de cofator

Transferases 2

Transferéncia de grupo funcional como
amina, acil, fosforil, metil, glicosil, nitro e

grupos contendo enxofre

Hidrolases 3

Hidrolise de ésteres, amidas, lactonas,
lactamas, epdxidos, nitrilas entre outras, além
das reacdes reversas para obter tais
funcionalidades

Liases (Sintases) 4

Adicao de pequenas moléculas a ligacdes
duplas como C=C, C=N e C=0

Isomerases 5

Transformacéao de isdmeros (isomerizacao),
racemizacgao, epimerizacao e reagdes de

rearranjo

Ligases

(Sintetases)

Formacéo de compostos complexos, (em
analogia as liases) mas enzimaticamente
ativas somente quando combinadas com a

clivagem do ATP

As oxidorredutases catalisam
relacionadas com os processos de respiracdo e fermentacdo. Além disso, elas se
dividem em trés categortias (sub-classes): hidrogenases, oxidases e oxigenases®. Na

reacoes em sistemas biolégicos e estdo

Figura 1 esta representado um resumo das reag¢des que envolvem as oxidoredutases.

As desidrogenases (redutases)
empregadas para propositos sintéticos, uma vez que estdo associadas a formacao de
um ou mais centros estereogénicos. Elas sao classificadas nos grupos EC 1.1.1. (atuam

® Faber, K. Biotransformations in organic chemistry: a text book. 2004, 5" Edition, Springer: New York,

454 p.

sdo as oxidorredutases mais amplamente
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nos grupos CH-OH doadores), EC 1.2.1.- (atuando nos grupos aldeido e oxo doadores),

EC 1.4.1. — (atuando nos grupos CH-NH, doadores), sempre usando NAD" e NADP"
como cofatores’.

o OH
j]\ )k J\ i
R1 R2 R1 R2 ;
R CO.H R/\CC)zH
R2
R2
Oxidoredutases J\/GRE

. /L\\/GRE (E.C. 1) R’

(GRE: grupo retirador
de elétrons)

R1\/\/ R

OH

Figura 1. Resumo de reacdes selecionadas catalisadas pelas oxidorredutases (adaptado)4.

.\\\\‘O

P X ph/\l

O interesse crescente por moléculas organicas quirais enantiomericamente puras
tem expandido consideravelmente o desenvolvimento de novas tecnologias e processos
sintéticos para esse fim. A necessidade por maiores preocupagdes no desenvolvimento
de processos sustentaveis e ambientalmente corretos € obrigatéria para a tecnologia do
século 21, aspectos que os processos enzimaticos combinam com sucesso®.

Enzimas que catalisam a redugdo de cetonas pro-quirais (desidrogenases) séao
fontes confiaveis de alcoois quirais com elevado excessos enantioméricos, se igualando
ou mesmo superando a habilidade de catalisadores quimicos realizarem as mesmas
reag()esg. Apesar das resolugdes cinéticas enzimaticas com hidrolases serem o0s

processos que tém sido mais explorados em escala industrial para gerag¢ao de produtos

" Gamenara, D., Seoane, G. A., Saénz-Mendes, P., Maria, P. D. Redox biocatalysis: fundamentals and
applications, 2013, John Wiley & Sons, EUA, pp. 13.

8 Gotor, V., Alfonso, |., Garcia-Urdiales, E. Asymmetric organic synthesis with enzymes, 2008, Wiley-VCH,
Alemanha. pp. XI.

° Moore, J.C., Pollard, D.J., Kosjek, B., Devine, P.N. Acc. Chem. Res. 2007, 40, 1412—1419.
5
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oticamente puros (Figura 2), as redugdes biocataliticas vem crescendo rapidamente,

quase se equiparando as hidrolases no cenario atual'®.

oxidagéo

- reducio
resolugédo usando

hidrolases

Figura 2. Processos mais empregados para geracéo de quiralidade em escala industrial ™.

Uma das principais formas de realizar redugdes biocataliticas € por meio de
microrganismos em suspensdo, que apresenta vantagens econdémicas, uma vez que 0
processo de reciclagem do cofator € realizado no préprio meio, enquanto que as
enzimas isoladas necessitam de coenzimas caras e ciclos de reciclagem para o cofator.
Além disso, os microrganismos em suspensao apresentam uma especificidade para
substratos maior que as enzimas isoladas'".

Um exemplo do uso de células em suspensdo € o emprego da bactéria
Microbacterium campoquemadoensis na sintese de um intermediario-chave para a
droga anti-asma Montelukast, preparado por meio da reducdo da cetona

correspondente?.

' Hollman F., Arends, I. W. C. E., Holltman, D. Green Chem. 2011, 13, 2285-2313.

" Nakamura, K.; Kondo, S.; Kawai, Y.; Nakajima, N.; Ohno, A. Biosci. Biotech. Biochem. 1994, 58, 2236~
2240.

'2 Shaffie, A., Motamedi, H., King, A., Appl. Microbiol. Biotechnol. 1998, 49, 709-717.
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Microbacterium
campoquemadoensis

CO,Na 500 mg/L
e.e. >95%

%
C' Montelukast (Singulair)

Figura 3. Sintese enzimatica de um intermedidrio para um agente anti-asma por

Microbacterium campoquemadoensis em suspensao celular'?.

O emprego de desidrogenases isoladas esta associada ao consumo
estequiométrico dos cofatores nicotinamida adenina dinucleotidio, na forma reduzida
(NADH) e oxidada (NAD"), além da nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato reduzido
(NADPH) e oxidado (NADP*). O elevado valor comercial desses cofatores dificulta
aplicacbes em escala preparativa, necessitando de constante regeneragdo dos
mesmos, para que possam ser usados em quantidades cataliticas'®

Para regeneracao in situ dos cofatores, uma alternativa € a aplicacdo de sistemas
de regeneragdo com uma ou mesmo duas enzimas, elevando ainda mais o custo do

processo (Figura 4).
Substrato ox. NADP(H)

co-substrato ox.
>< Enzima 1 > Enzima 2
Substrato red. co-substrato red.

NADP*

Figura 4. Regeneracéo do cofator in situ empregando duas enzimas (adapatado)'.

13 Monti, D., Ottolina, G., Carrea, G., Riva, S. Chem. Rev. 2011, 111, 4111-4140.
7
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Um exemplo do uso de um sistema com regeneracao do cofator empregando duas
enzimas foi mostrado por Gréger', ao utilizar uma alcool desidrogenase recombinante
proveniente de Rhodococcus erythropolis e a formato desidrogenase proveniente de
Candida boidinii para regeneragcdo do NADPH. Ao usar hexano para formar um meio
bifasico, a concentracdo do substrato pode ser aumentada para 10-200 mmol e o alcool
(S)-5 pode ser obtido com boas taxas de conversao e e.e.>99% (Figura 5).

+
NADPH + H e
HsC
Cl
4 Cl
Formato desidrogenase ADH
(Candida boidinir) (Rhodococcus erythropolis)

fase organica
/ \ / \ gH QH
HCO,H NADP* ‘ = HyC
F .
- Cl

95% conversdo
>99% e.e.

fase aquosa

Figura 5. Reducao da cetona 4 pela alcool desidrogenase de Rhodococcus erythropolis e
regeneracdo do NADPH pela formato desidrogenase de Candida boidinii*.

1.2 Reducodes biocataliticas de ligacoes C=0 e C=C

Atualmente, compostos quirais sdo os blocos construtores mais importantes na
industria quimica e farmacéutica de catalisadores quimicos, cristais liquidos, aromas,
produtos agroquimicos ou drogas'®

Alcoois secundarios quirais oticamente ativos sdo amplamente usados como
intermediarios para a introducado de quiralidade no produto. Na industria, geralmente
métodos bem estabelecidos sdo usados, mas nas ultimas décadas, o interesse para a

b Groger,H., Hummel, W., Rollmann, C., Chamouleau, F., Hisken, H., Werner, H., Wunderlich, C.,
Abokitse, K., Drauz, K. and Buchholz, S. Tetrahedron, 2004, 60, 633—64.
'* DauBmann T., Hennemann H. G., Rosen, T. C. Chem Ing. Tech, 2006, 78, 249—255.

8
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criacdo de centros estereogénicos aplicando novos métodos biocataliticos tem

crescido'®. Uma selegdo desses processos esta resumida na tabela 2.

Tabela 2. Exemplos de alcoois quirais obtidos por reducbes de cetonas mediadas por
microrganismos realizadas em escala industrial'®"".

Produto Bioatalisador Rg,/r:;j " e.e.(%) Escala Companhia
oH
B Multi Astra
s Neurospora crassa >85 >98 ton Zaneca
do
oH OH . Bristol-
Bﬂnzylo_\_)\‘__/l\v,m;El ACInetObaCter 92 99 n d M eI’S
calcoaceticus e Sq):Jibb
o
CIJ 5 Zgosaccharomyces g5 99 300l EiiLily
rouxii
i COLEL . . 4 Wacker
2 Lactobacillus brevis 96 99,88 35ta Chemie
OH : _
CI\)\/GO«JEI Geotrichium 95 99 Multi BNII’IS;%
candidum kg Sqﬁibb
OH
Staphylococcus ,
©/VL°°2“ epidermidis 91 99,9 n.d. Ciba
€oH - Staphylococcus Multi .
F/©/\E:;!/'I epidermidis 99 99.0 kg Plizer
e i . . Multi
(11 Candida sorbophilia 82,5 >98 kg Merck
, Bristol-
Nocardia
salmonicolor 96 99.8 n.d. Sl\g {jelésb

n.d.: ndo divulgado

16 a) Blaser, H. U., Malan C., Pugin B., Spindler, F., Steiner, H., Studer, M. Adv. Synth. Catal. 2003,
345,103-151; b) Biocatalysis in the pharmaceutical and biotechnology industries. 2006, Taylor & Francis,
New York, pp 529-546.

7 Liese, A., Seelbach, K., Wandrey, C. Industrial biotransformations, 2006, Wiley-VCH, Weinheim.
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A obtengcédo desses alcoois secundarios € realizada por meio da redugédo de
cetonas pro-quirais pelas desidrogenases, enzimas que sao dependentes de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, NAD(P)H, como cofator. O mecanismo para
a reducao ocorre por quatro padrdes de transferéncia do hidreto do NAD(P)H para o
substrato (Figura 6)'®. O hidreto ataca pela face re ou pela face si da carbonila,
dependendo da orientagdo da ligagdo do substrato a enzima, resultando no alcool-(R)
ou (S), além disso, a enzima transfere o hidreto pro-(R) ou pro-(S) da coenzima,
dependendo da enzima (E1, E2, E3 ou E4).

E2
Hs Hr "

£__CONH, = R HS Hr
B (’]/cc:-NH2

N face si "
ADPR A N o

NAD(P)H
NAD(P)H

Figura 6. Padrdes para transferéncia do hidreto do NAD(P)H para cetonas pré-quirais'®.

Yang'® relatou o seu desafio ao realizar a redugdo do 3-cloropropiofenona 6 por
Saccharomyces cerevisiae, tendo o produto formado com 60% de e.e. quando as
células nao passavam por um tratamento térmico e, quando submetida ao aquecimento,
o produto obtido apresentava-se enantiomericamente puro (Figura 7). Ainda segundo
Yang, o tratamento das células com o aquecimento inativou a desidrogenase
estereocomplementar presente nas células do Saccharomyces cerevisiae, resultando

no aumento da enantiosseletividade.

18 Matsuda, T., Yamanaka, T., Nakamura, K. Tetrahedron: Asymmetry, 2009, 20, 513-557.
19 Yang, G. S., Ou, Z. M., Yao, S. J., Xu, J. Y. J. Mol. Catal. B: Enzym., 2009,57, 83-88.
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Saccharomyces

cl cerevisiae cl
r

6 7

sem aquecimento: 60% e.e.
apos 25 min. a 50°C: >99% e.e.

Figura 7. Efeito do pré-tratamento do biocatalisador na enantiosseletividade da reducao da 3-
cloropropiofenona'®.

Modificacbes nas condicbes de reagcdo podem influenciar também na
quimiosseletividade do processo, como demonstrou Carballeira®® na biotransformacao
da ciclohexanona catalisada pelo fungo Geotrichium candidum. A obtengédo simultanea
do ciclohexanol e da g-caprolactona era resultado da reducdo e oxidagdo de Baeyer-
Villiger da cetona de partida, respectivamente.

NAD* NADH + H* o NADPH+O; NADP*+OH  4q

favorecido para:

tempos de reagao curtos

baixa conc. O3

alta conc. do material de partida

favorecido para:

tempos de reacao longos

alta conc. O,

baixa conc. do material de partida

Figura 8. Quimiosseletividade apresentada pela alteragdo das condigbes na conversdo da

cicloexanona pelo fungo Geotrichium candidum®.

Diferente da redugao de carbonilas de cetonas pré-quirais, a redugéo de ligacoes
C=C ativadas é capaz de fornecer até dois centros estereogénicos simultaneamente,
dependendo da estrutura do substrato, podendo ser realizada também em condi¢des

20 Carballeira, J. D., Alvarez, Sinisterra, E., J. V. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2004, 28, 25-32.
11
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brandas®'. Essas redugdes, que sdo promovidas por enoato-redutases, sdo conhecidas
a um longo tempo, mas o seu potencial sintético continua subestimado e pouco
explorado.

Muitas dessas enoato-redutases pertencem a familia das old yellow enzymes
(OYE), como as ja isoladas e caracterizadas OYE1, proveniente do Saccharomyces
pastorianus e OYE2-3 oriundas do Saccharomyces cerevisiae®®. A reducio por essas
enzimas envolve uma adi¢ao trans a ligacao dupla, com a transferéncia do hidrogénio
pro-R do NADPH na forma de um hidreto (via o N(5) da flavina) para o carbono (3
seguido da abstracdo de um proton do solvente ou residuo de aminoacido na posi¢ao o
(Figura 9)®*.Todos os membros da familia das OYEs apresentam a flavina

mononucleotideo como grupo prostético ndo-covalente e NAD(P)H como cofator.

H,N HaN
o o}
Hs © =
—N %—N SSH—Hs
//HR
e \ / NADP+
/ meia-reagéo\
R redutiva R <)
N N 0o N N (o)
It T
NH
NH
N N3
5 |
0 meia-reacdo He O
OYEoxi oxidativa OYEred

H woHR
0%3 I

Figura 9. Representacdo do ciclo catalitico da old yellow enzyme e estereopreferéncia para

reducéo da ligagdo C=C (adaptado) %.

21 Brenna, E., Gatti, F. G., Manfredi, A., Monti, D., Parmeggiani Eur. J. Org. Chem. 2011, 4015-4022.
2y s, Niino, S. Chakraborty, B. J. Brown, V. Massey, J. Biol. Chem. 1995, 270, 1983-1991.
23 Brown, B. J.; Hyun, J.; Duvvuri, S.; Karplus, P. A.; Massey, V. J. Biol. Chem. 2002, 277, 2138-2145.
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Um exemplo de reducdo de ligagbes C=C é a redugdo de a-metil-enonas
aromaticas por Tokitoh?* e colaboradores, que avaliaram a influéncia da posigdo do
nitrogénio em grupos piridinil, assim como a presenga do grupo N-O no anel piridinico
(Tabela 3). A redugdo mostrou-se quimiosseletiva, formando apenas o produto de
reducédo da ligacdo C=C com excessos enantioméricos de até >95% para as enonas
11b e 11e, fornecendo, para a maioria dos casos, a predominancia do produto S.
Somente para a enona 11d foi observada a formagéo da metil-cetona (R), ainda que

com excesso enantiomérico moderado.

Tabela 3. Reducao biocatalitica de a-metil-enonas por fermento de pao

o o
Fermento de pao
Ar X P > Ar *
11af 12a-f
Entrada Ar Tempo (h) Rend. (%) e.e.(%) Config.
A 2-Pi 4 59 65 S
B 3-Pi 9 76 >95 S
C 4- Pi 6 72 77 S
d N-O-2- Pi 16 69 71 R
e N-O-3- Pi 20 87 >95 S
f N-O-4- Pi 22 64 71 S

1.3 Imobilizacao do substrato em Biocatalise

Atualmente existem métodos para a imobilizacdo de uma enzima a fim de facilitar
a sua recuperacao e reutilizacdo, pois quando usadas na forma isolada garantem um
aumento significativo de custo para o processo, dificultando aplicacées em reacdes de
escala industrial’. Entretanto, ha um direcionamento da aplicacdo desses métodos para

24 Kawai, Y., Hayashi, M., Tokitoh, N. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 3007-3013.
13
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0 substrato ao invés da enzima, visto que a imobilizagdo da enzima muitas vezes causa
reducao da atividade catalitica.

Uma aplicagdo que vem sendo explorada é a aplicagdo de suportes poliméricos
para o substrato, como o uso da resina XAD-7, que apresenta matriz polimérica de
éster meta-acrilico e apresenta-se moderadamente hidrofilica®®. A principal vantagem
do uso de resina é a facil separacao e/ou purificacdo em reacdes onde o biocatalisador
€ empregado como células em suspensao.

Um exemplo que mostrou ser aplicado em grande escala foi a biorreduc¢éo do 3,4-
metileno-dioxifenilacetona em reatores com células de Zigosaccharomyces rouxii em
suspensao (Figura 10)%°. Foi observado que, tanto o substrato quanto o produto, o
candidato a farmaco LY300164, apresentaram efeitos téxicos para o biocatalisador,
com isso, a resina XAD-7 foi empregada para reduzir a concentracdo das espécies no

meio, evitando tais problemas.

o . N o
< Zigosaccharomyces rouxil <
o o XAD-7 o
13

ETAPA 1 14

95-97% rend.
99.9% e.e.

6 ETAPAS
—_—
—_— =

H,N

LY300164
Figura 10. Biorredugé@o em larga escala do 3,4-metileno-dioxifenilacetona empregando resinas

poliméricas como suporte?®.

25 a) Kallenberg, A. I., van Rantjik, F., Sheldon, R. A. Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 905-926; b) Oliveira,
M. W., Hilsdorf, A. W. F., Silva, A. F. S., Oliveira, A. F. Quimica Nova, 2009, 5, 1134-1138.

26 Vicenzi, J. T., Zmijewski, M. J., Reinhard, M. R., Landen, B. E., Muth, W. L., Marler, P. G. Enzyme
Microb. Technol., 1997, 20, 496-499.
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A Figura 11 representa a atuagdo da resina sobre o substrato durante um

processo envolvendo células do microrganismo em suspensao.

Resina Célula

Dessorc¢ao

P(ag.)

Adsorcdo

Figura 11. Representacdo de uma biotransformag¢édo empregando reservatério de substrato e

remogao do produto in situ por resina adsorvente hidrofébica (adaptado) .

O substrato € introduzido ao meio reacional adsorvido em uma matriz polimérica,
sendo liberado gradualmente por dessorcéo, enquanto o produto formado é extraido in
situ pela mesma matriz polimérica por adsorcdo. Isso garante uma concentracdo
reduzida do substrato e do produto formado, evitando problemas como a toxidez das
espécies quimicas para o microrganismo?”.

Um estudo realizado por Nakamura® mostrou o preparo de ambos os
enantibmeros de alcoois secundarios empregando células Umidas de Geotricum
candidum IFO 5767 apenas alterando a condicdo de reacdo. Em um procedimento
(método B) a reducéao é feita em condicoes aerdbicas obtendo os alcoois 17a-f com
configuracédo (R). Quando a reacao € realizada com os substratos adsorvidos em XAD-
7 em condi¢cbes anaerdbicas, os mesmos alcoois obtidos apresentaram configuracéo
(S) e, para o alcool 17c¢c, foi observado um excesso enantiomérico superior ao obtido
pelo processo aerdbico (Tabela 3).

27 a) Gotor, V.; Alfonso, |.; Garcia-Urdiales, E. Assymetric organic synthesis with enzymes. Wiley-VCH,
Weinhein, Alemanha, 2008; b) D Arrigo, P; Fantoni, G. P.; Servi. S.; Strini, A. Tetrahedron: Asymmetry
1997, 8 (14), 2375-2379.

28 Nakamura, K., Takenaka, K., Fuijii, M., Ida, Y. Tetrahedron Letters, 2002, 43, 3629-3631.
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Tabela 4. Reducéo de fenilcetonas por dois métodos com Geotricum candidum IFO 5767

Geotrichum candidum IFO 5767

OH o c§JH
)\ XAD-7 )k cond. aerdbicas R/g\
R Método A R Método B
(S)-17 16 (R)-17
92->99% e.e. 85->99% e.e.
74-92% rend. 56-99% rend.
(o] (o] (o] e} 0 o
o o shalonaonte
Br Z N #
16a 16b 16¢ 16d 16e 1ef
Método A Método B
Substrato . _ | .
rend. (%) e.e. (%) config. rend. (%) e.e. (%)  config.
16a 74 >99 S 73 >99 R
16b 92 92 S 99 98 R
16¢ 90 >99 S 56 85 R
16d 88 99 S 82 95 R
16e 77 98 S 89 99 R
16f 79 99 S 60 >99 R

"Rendimento isolado

Mais recentemente, a aplicacdo de resinas foi avaliada na redugédo da enona 2-
etil-1-fenilprop-2-em-1-ona 18 adsorvida em XAD-7 empregando células de Pichia
stiptis (Figura 12). Somente o produto de reducao da carbonila, o alcool alilico 19, foi

obtido, com excesso enantioméricos de 99%2°.

29 Conceigéo, G. J. A., Moran, P. J. S., Rodrigues, J. A. R. ARKIVOC, 2003, 10, 500.
16
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OH (o]
Rhodotorula
Pichia stiptis glutinis
XAD-7 XAD-7

19 2

d. 65% 18 rend. 99%
. 0,
.o > 99% ce. 99%

o

Figura 12. Reducéo quimioseletiva de 2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ona adsorvida em XAD-7 pelas

leveduras Pichia stiptis e Rhodotorula glutinis (adaptado)29'3°.

A mesma enona 18 quando reduzida usando células de Rhodotorula glutinis como
biocatalisador, forneceu somente a metil-cetona 20, produto de reducédo da ligacéo

C=C, com excesso enantiomérico >99%°°.

1.4 a-Alquil-B-hidroxi-ésteres

Blocos construtores do tipo a-alquil-B-hidroxi-éster enriquecidos
enantiomericamente estdo presentes em varias estruturas bioativas e naturais como
estatinas®', ferormdnios®, policetideos e outros produtos farmacéuticos. Eles podem
ser obtidos por reducdo assimétrica empregando reagentes de hidreto quirais®,
catalisadores de metais de transicdo quirais®* e reducdo com boroidreto mediada por
acidos de Lewis®>.

Demonstrando bons resultados, Stewart e colaboradores® avaliaram duas aldo-
ceto-redutases presentes no fermento de pao expressas em E. coli para a redugéo de
a-alquil-B-cetoésteres (Figura 13). Para os substratos sem grupos alquil na posigéo a foi
obtido somente o alcool (S) com excessoss enantioméricos de até 98%. Para os (-

cetoésteres a substituidos foi observado uma rapida racemizagdo na posicédo a

%0 Conceigao, G. J. A., Moran, P. J. S., Rodrigues, J. A. R. Tetrahedron: Assymetry, 2003, 14, 43-45.

8 a) M. Chartrain, P. M. Salmon, D. K. Robinson, B. C. Buckland, Curr. Opin. Biotechnol. 2000, 11, 209—
214; b) J. Staunton, K. J. Weissman, Nat. Prod. Rep. 2001, 18,380-416; c) G. F. Liou, C. Khosla, Curr.
Opin. Chem. Biol. 2003, 7, 279-284.

%2'D. Kalaitzakis, S. Kambourakis, D. J. Rozzell, . Smonou, Tetrahedron: Asymmetry 2007, 18, 2418—
2426.

3 Soai, K.; Yamanoi, T.; Hikima, H.; Oyamada, H. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1985, 138-139.

3 Burk, M. J.; Harper, T. G. P.; Kalberg, C. S. J. Am. Chem. S0c.1995, 117, 4423-4424.

% Marcantoni, E.; Alessandrini, S.; Malavolta, M. J. Org. Chem. 1999, 64, 1986-1992.

%6 Rodriguez, S., Schroeder, K. T., Kayser, M. M., Stewart, J. D. J. Org. Chem. 2000, 65, 2586-2587.
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permitindo a resolugdo cinética dindmica, fornecendo como Unico produto o
diastereoisdmero syn (2R, 3S) com excessos enantioméricos e diastereoméricos de até
98%, tanto para a enzima Gcy1p quanto para a enzima Gre3p.

wmnnQ
=
o

';
N
'

'}

A
~

R2
21a: R'= Me; R2=H; R3= Me 21a-h

21b: R'= Et R? = H; R®= Me
21c: R'= Me; R? = H; R®= Et
21d: R'= Et; R? = H; R®*= Et racemizagéo
21e: R'= Me; R = Me R®= Et
21f: R'= Me; R?= Et; R®*= Et OH o
rend. 28-87%

21g: R'= Me; R?= alila; R®= Et
21h: R'= Me; R2= propargila; R3= Et o o ] ~
R v OoRrR?
90-98% e.e.

H E. coli recombinante .
21a-h R2 expressando Gey1p ou Gre3p 22a-h syn (2R, 35) 98% d.e.

a4
o
2
Y
:r,u n

Figura 13. Reducao de p-cetoésteres pelas enzimas Gre3p e Gey1p expressadas em cepas de
E. coli (adaptado)®.

Mais recentemente Milagre et aF’ conseguiram obter o a-hidroxi-B-metil-y-
cetoéster 24 enantio e diasterosseletivamente, ao realizar a biorredugao do a-hidroxi-p-
metileno-y-cetoéster quiral (R)-23 com Rhodotorula glutinis CCT 2182 como
biocatalisador (Figura 14). Apesar da estereosseletivadade obtida nessa reducédo ser
excelente (98% e.e.), a quimiosseletividade nao foi igualmente satisfatoria, fornecendo
somente (2R,3S)-24 e (2R,3R)-24 com uma propor¢cdo de 90:10. Com isso, 24 foi
submetido a redug&o quimica com nBusNBH, fornecendo as lactonas (3R,4S,5R)-25 e
(3R,4R,55)-25, também com elevados e.e. e proporcdo de 1:12 entre os

diastereoisomeros.

87 Milagre, C. D. F., Milagre, H. M. S., Moran, P. J. S., Rodrigues, J. A. R. J. Org. Chem. 2010,75,1410—-
1418.
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OH o OH o] OH
OEt Rhodotorula OEt OEt
glutinis CCT 2182 ¥
(o] - o (o]
2 90:10 (2R 3R)-24
R)-23 (2R,35)-24 ;
‘EJQ%'/« ee 98% e.e 98% e.e
— Q’%m
_ =

1:12
(3R,4S, BR)-25
99% e.e

omm“
=

(3R4R, 55)-25
9% e.e
Figura 14. Sintese quimioenzimatica das lactonas (3R,4S,5R)-25 e (3R,4R,5S)-25"
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2. Objetivos

Preparar os a-metileno-B-cetoésteres por meio de uma proposta ambientalmente
compativel e empregé-los na biorreducdo com diferentes microrganismos e condi¢des
reacionais, avaliando a quimio e enantiosseletividade do processo, seja obtendo
somente o produto de reducdo da ligagdo C=0 ou de ambas as ligagdes C=0 e C=C,

fornecendo dois centros estereogénicos contiguos simultaneamente.

R = Ar, alquil

Microrganismo

0 (o}
R * 0/ R * 0/
33a-c 35a.c
OH o)
R™ " Y o/
J4a-c

Esquema 1. Biorredugdo dos a-metileno-pB-cetoésteres e o0s possiveis produtos que

podem ser obtidos.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Preparo de a-metileno-B-cetoésteres

Inicialmente a proposta para a obtencdo dos substratos consistiu de uma
metodologia one-pot, desenvolvida em nosso grupo, de condensacao de B-cetoésteres
e paraformaldeido®®.

A a-metilenacdo de compostos carbonilicos tendo como rota o acetato de
morfolinio tem como principal vantagem a formacao do ion iminio in-situ por meio da
condensacao da morfolina com o formaldeido (Figura 15). A reacao do ion iminio com a
forma endlica da cetona resulta na base de Mannich que, apdés a eliminacdo da

morfolina, o catalisador é regenerado e o a-metilenocetoéster é formado®®.

H
@ H
Ofi:‘-_TJN\fOH -H,0
(HCHOW i _
{;:.IjH W CH
2 NH /~—N=CH,
7 Fy) o

[ @ A
OH O o 0
ph)kﬂ/ko/‘& N | I
H
S PhMo/\—- ph)\/\o’”\
Figura 15. Mecanismo determinado anteriormente pelo grupo para a condensagado de

formaldeido com cetoésteres™®.

38 Rodrigues, J. A. R., Siqueira, E. P. F., Mancilha, M., Moran, P. J. S. Synthetic Comm. 2003, 33, 331.
3 MARCH, J. Advanced organic chemistry: reactions, mechanisms and structures, 1992, 4a ed., John
Wiley & Sons, Nova York.
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As conversdes observadas para o0s cetoésteres empregados nao foram
satisfatorias (Tabela 5), mesmo mantendo o controle da umidade e temperatura, fatores

que ja se mostraram ser de crucial importancia para o bom andamento do processo*’.

Tabela 5. a-Metilenagéo dos B-cetoésteres 26a-¢ sob atmosfera inerte
30 mol%

()
0 0 0 0
RMO/\ : > o N

(HCOH)n 9 mmol R
26a-c e e 27a-c
Entrada Produto R Conversio(%)'
1 27a Et 10
2 27b Pr 15
3 27¢c Ph 50

! Determinado por CG/EM

Uma variacao do protocolo aplicado, também desenvolvido pelo grupo, baseia-se
na utilizacdo de liquidos i6nicos como promotores na reagdo de a-metilenagao®', uma
vez que atuam estabilizando os intermediarios zwitteribnicos que, por meio de pares
ibnicos supramoleculares com ligagdes de hidrogénio, demonstram uma natureza
iGnico-covalente*?. O liquido idnico foi sintetizado de acordo com um procedimento da

literatura®.

*0 Milagre, C. D. F. Dissertagdo de Mestrado, 2003, Instituto de Quimica, UNICAMP.
*"'Vale, J. A., Zanchetta, D. F., Moran, P. J. S., Rodrigues, J. A. R. Synlett, 2009, 1, 75.

42 a) Dupont, J, J. Braz. Chem. Soc. 2004, 15, 341; b) Rosa, J. N.; Afonso, C. A. N.; Santos, A. G.
Tetrahedron, 2001, 57, 4189; c) Kumar, A.; Pawar, S. S. J Mol. Cat. A: Chem. 2003, 208, 33.

* Cassol, C. C., Eberling, G., Ferrera, B., Dupont, J. Adv. Synth. Catal. 2006, 324, 243.
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Tabela 6. a-Metilenagéo dos B-cetoésteres empregando liquido iénico

/ @ S
(o] (o] \/\/N\/N\ PFB 0 0
1 mL
RMO/\ 5 - 0/\
26a-c Enj 30 mol% 27a-c
H
(HCOH)n 3 eq., AcOH,
peneira molecular, T.A.
Entrada Produto R Conversio(%)’
1 27a Et 20
2 27b Pr 35
3 27¢ Ph 60

! Determinado por CG/EM

Os resultados obtidos com o liquido i6nico hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil-
imidazolio (BMIM)PFs, mostraram-se melhores do que a metodologia anterior, com
boas conversdes, entretanto, estes resultados ainda ndo se mostraram satisfatorios,
mostrando a necessidade da busca de uma nova alternativa.

Com isso, foi realizada a reacdo de Morita-Baylis-Hillman empregando diferentes
aldeidos juntamente com acrilato de metila como principal nucledfilo.

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman é conhecida como um processo
organocatalisado com a formacdo de pequenas moléculas com alto grau de
funcionalizagdo®. Sendo assim, tais moléculas foram e ainda sdo usadas na sintese de
varios produtos naturais e farmacos®.

Outros aspectos que tornam este processo de grande interesse € o fato de
apresentar uma elevada economia atémica, uma vez que todos os reagentes sao

|46

incorporados no produto final™, e o desafio das propostas de mecanismos para a

reacdo, que se dividem entre autocatalise (com uma segunda molécula de aldeido) e

influéncia de solventes préticos na velocidade reacional (Figura 16)*’.

M. Shi, F.-Wang, M. X. Zhao, Y. Wei, The Chemistry of the Morita—Baylis—Hillman Reaction, 2011, RSC
Publishing: Cambrigde, UK.

* Basavaiah, D.; Veeraraghavaiah, G. Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 68—78.

* Dunn, P. J. Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 1452.

4 a) Cantillo, D. , Kappe, C. O. J. Org. Chem. 2010, 75, 8615-8626; b) Price, K. E.; Broadwater, S. J.,
Jung, H. M., McQuade, D. T. Org. Lett. 2004, 7, 147; c) Amarante, G., Milagre, H., Vaz, B.; Ferreira, B.;
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Figura 16. Mecanismo mostrando a dualidade existente na reagdo de Morita-Baylis-

Hillman®’.

Foi empregado o protocolo desenvolvido por Coelho*® e colaboradores para o
preparo dos adutos de Morita-Baylis-Hillman. Os rendimentos obtidos foram bons e

estao resumidos na tabela 7.

Eberlin, M., Coelho, F. J. Org. Chem. 2009, 74, 3031; d) Aggarwal, V. K., Fulford, S. Y., Lloyd-Jones, G.
C. Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 1706.

48 Coelho, F., Almeida, W. P., Veronese, D., Mateus, C. R., Lopes, E. C. S., Rossi, R. C., Silveira, G. P.
C., Pavam, C. H. Tetrahedron, 2002, 58, 7437.
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Tabela 7. Preparo dos adutos de Morita-Baylis-Hillman

N
o [ D 0,65 eq. OH

)‘L + /\RZ N - o R2
R H T.A.
28a-g 29 30a-g
Entrada Aldeido R’ R? Aduto Tempo (h) Rend. (%)

1 28a Ph CO-Me 30a 78 72
2 28b p-Cl-Ph  CO:Me 30b 68 91°
3 28c p-Br-Ph CO:z:Me 30c 48 92
4 28d p-NO2-Ph  CO:Me 30b 8 89
5 28e 0-CI-Ph  CO:Me 30e 70 Q0P
6 28f Bu CO:Me 30f 70 65
7 28¢g Pr CO2Me 309 71 85
8 28h Ph CN 30h 17 75
9 28i p-Cl-Ph CN 30i 3,5 70°
10 28j p-NO,-Ph CN 30j 0,5 71°

2 Rendimento isolado.
b Reacao feita em banho com fonte ultrassénica de 1000 W, 25 kHz.
° Reacdo realizada a 0°C.

Em geral, os adutos tendo acrilato de metila como olefina ativada mostraram
rendimentos superiores em relacdo aos adutos tendo acrilonitrila. Em contrapartida,
estes ultimos demonstraram tempo reacional bem inferior, chegando a 3,5 horas e 0,5
horas para os adutos 30i e 30j respectivamente, quando as reacdes foram realizadas a
0°C.

Vasconcellos e colaboradores* demonstraram uma variagdo do procedimento
para a reagao de Morita-Baylis-Hillman envolvendo aldeidos com grupos que ativassem
a carbonila. Quando estas espécies reagiram a 0°C, havia uma aceleragao significativa
do processo, que se mostrou mais pronunciado quando acrilonitrilas eram empregadas
como olefina ativada na reacado, ao invés do acrilato de metila. Esse comportamento foi

observado inicialmente por Leahy e Rafel, que justificaram por meio da estabilizacdo do

49 Junior, C. G. L., Silva, F. P. L., Oliveira, R. G., Subrinho, F. L., Andrade, N. G., Vasconcellos, M. L. A.
A. J. Braz. Chem. Soc. 2011, 22 (11), 2220.
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estado de transicdo do aza-enolato Z a 0°C em relacdo ao estado de transicao
E* (Figura 17).

CO.Et
NR; NRs s
& &
RsN--------- o = ™ome
OMe RN

Figura 17. Representagao da estabilizacdo do estado de transigdo do aza-enolato Zem relagéo

ao E nareacao de BayIIis—HiIIman50.

ApGs obtencao dos adutos de MBH, a etapa seguinte foi a oxidagao ao respectivo
metilenocetoéster. Varias alternativas estdo disponiveis para a oxidagdo de alcoois
alilicos, entretanto, no caso dos adutos de MBH, a oxidacao nao é uma tarefa facil.

Abordagens como a oxidagdo de Swern e Jones indicavam ser alternativas
praticas, porém, Hadfield e colaboradores® conseguiram obter apenas os respectivos
cloretos de alila ao invés do metilenocetoéster esperado (Figura 18). J& Hoffman®® e
colaboradores conseguiram oxidar os aduto de MBH usando o reagente de Jones,
entretanto, este processo gera residuos de cromo, o que torna o essa reagédo de menor

interesse diante da quimica verde.

0 Rafel, S., Leahy, S. W., J. Org. Chem. 1997, 62, 1521.
o Lawrence, N. J., Crump, J. P., McGown, A. T., Hadfield, J. A., Tetrahedron Lett., 2001, 42, 3939.
%2 Hoffmann, H. M. R., Gassner, A., Eggert, U. Chem. Ber.1991, 124, 2475-2480.
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o 0 OH O
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0/ cloreto de oxalila ~  cloreto de oxalila = 0/
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2) Et;N 2) Et;N
Cl
31a 30a 32

Figura 18: Oxidagdo de Swern em aduto de Morita-Baylis-Hillman fornecendo o respectivo

cloreto de alila como um Unico estereoisdbmero.

Diante dos contratempos desses procedimentos, aparentemente praticos, foi
decidido procurar outras rotas para oxidagdo dos adutos em questdo, rotas verdes,
como os métodos aerdbicos para oxidacao de alcoois. Esses métodos tém crescido
vastamente nos Ultimos anos gracas as vantagens do dioxigénio como abundancia,
baixo custo e formagéo de subprodutos nao téxicos (Hz0)%.

Considerando isso, foi avaliada a capacidade de um sistema empregando
N-6xido de tetrametilpiperonila (TEMPO) e Fe(NOg3)s em oxidar os adutos de MBH de
forma aerdbica a temperatura ambiente®. Os resultados nao foram satisfatérios, tendo
como melhor resultado uma conversdo de 51% para o aduto 30a, mesmo apds 16

horas de reacdo (Tabela 8).

%3 Kuang, Y., Islam, N. M., Nabae, Y., Hayakawa, T., Kakimoto, M. Angew. Chem. 2010, 122, 446-450.
5 Mang, S., Liu, J., Li, S., Chen, B., Cheng, J., Kuang, J., Liu, Y., Wan, B., Wang, Y., Ye, J., Yu, Q., Yuan,
W., Yu, S. Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 1005.
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Tabela 8: Oxidacao aerdbica dos adutos de MBH com sistema TEMPO/Fe(NO3);

o} 7[ ]T (o} o}
N

e o- e
R ° Fe(NO;).0H,0 . R o
30 NaCl, CH,Cl,, O, 31
Entrada Aduto Metilenocetoéster R Te(r:)p ° Conversdo(%)’
1 30a 31a Ph 16 51
2 30d 31d p-NO2-Ph 24 0
3 30f 31f Bu 20 32
4 30b 31b p-Cl-Ph 24 0

" Determinado por CG/EM.

A avaliacao da oxidacao dos adutos por métodos aerdbicos ainda foi testada com

procedimento envolvendo 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) na presenca

de NaNO,>, entretanto os resultados foram ainda mais insatisfatorios, sugerindo a

substituicdo das metodologias aerdbicas para oxidacdo dos alcoois. O esquema 2

representa as abordagens aerdbicas para a oxidagcao dos adutos de MBH realizadas.

o [e]

o
Cl CN
OH (o]
le o] (o]

0-51%
31

° Cl CN
- : o]
R 0/:(N0)9HONCI " o > K o
e 3)3-9H20, Na
e NaNO3, CH,Cl,

30 2 31

Esquema 2: Propostas de oxidagdes aerdbicas avaliadas para os adutos de MBH.

O uso de reagentes de iodo hipervalente na oxidacao de alcoois também vem

crescendo nos ultimos anos, geralmente por conta da sua baixa toxicidade, facil

manuseio, ndo gera residuos tdxicos e boa tolerdncia a umidade. Os principais

exemplos sdo o reagente de Dess-Martin e, mais atualmente, o acido 2-iodoxibenzdico

*®Wang, L.; Li, J.; Yang, H.; Lv, Y.; Gao, S.; J. Org. Chem. 2012, 77, 790-794.
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(IBX)%, este ultimo é conhecido por ser o precursor do periodinano de Dess-Martin
(DMP) (Esquema 3)°’.

HO AcO OAc
N N\./_-oAc

' { <

oxone 1,3 eq. - \0 AcOH, Ac,0 o]

—’_

H,0,70°C,3 h 100 °C

COH 9-81%
0 (¢]

Esquema 3: Reacgéo de preparo do IBX e do DMP.

Recentemente, o IBX tem sido usado em diversas transformagdes envolvendo
adutos de MBH®, sendo assim fomos encorajados a emprega-lo na oxidagdo dos
adutos de MBH em estudo. O preparo do IBX foi feito por uma metodologia ja
estabelecida®.

Os a-metileno-B-cetoésteres foram obtidos com excelentes rendimentos quase
quantitativos dentro de poucas horas (Tabela 9) e, em quase todos os casos de adutos
de acrilato de metila, o a-metileno-B-cetoéster foi o Unico produto observado sem
precisar de qualquer purificacdo cromatografica. O produto 31f, apesar de formar o
produto esperado, ainda que em conversao razoavel, ndo foi isolado devido a
degradacao observada em coluna cromatografica.

O aduto com acrilonitrila 30h foi submetido a oxidacdo e sofreu rapida
decomposicao, assim, sugere-se que 0 grupo metileno formado torna-se altamente

eletrofilico, 0 que pode contribuir para a decomposi¢do dos produtos de oxidacéo.

% Moorthy, J. N., Singhal, N. Venkatakrishnan, P. Tetrahedron Lett.2004, 45, 5419.

*" Dess, B. D., Martin, J. C. J. Org. Chem. 1983, 48, 4155.

%8 a) Santos, M. S.; Coelho, F. RSC Adv., 2012, 2, 3237-324; b) L. D. S. Yadav and A. Chhama,
Tetrahedron Lett., 2009, 50, 3801; c) L. D. S. Yadav and A. Chhama, Tetrahedron Lett., 2009, 50, 715; d)
Yadav, L. D. S., Chhama, A., Ankita, R. Tetrahedron Lett., 2008, 49, 6360.

*® Frigerio, M., Santagostino, M., Sputore, S. J. Org. Chem. 1999, 64, 4537-4538.
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Tabela 9. Oxidacdo dos adutos de MBH com &cido 2-iodéxibenzoico (IBX)

OH 0
R2 IBX 1,5 eq. R2
R’ > R'
MeCN, 70°C
30 31
Entrada Aduto a-metileno-B-cetoéster t (min) Rend. (%)?

1 30a 31a, R'= Ph; R>= COOMe 150 95
2 30a 31a; R'= Ph; R?= COOMe 170 93°
3 30b 31b; R'= p-CI-Ph; R>= COOMe 170 96
4 30b 31b; R'= p-CI-Ph; R?= COOMe 180 91°
5 30c 31c; R'= p-Br-Ph; R>= COOMe 160 97
6 30c 31c; R'= p-Br-Ph; R?= COOMe 180 92°
7 30f 31f; R'= Bu; R?= COOMe 165 -C
8 30h 31h; R'= Ph; R?%= CN 120 - d

2 Rendimento isolado;
® Rendimento obtido empregando IBX obtido a partir da oxidagdo do &cido-iodosilbenzdico

‘(’IBFAc;)i’ observada uma conversao de 60% por CG-EM, o produto foi degradado durante
purificag@o por coluna cromatografica;
Decomposicao do produto apds o tempo indicado.

Foi avaliada ainda a possibilidade de recuperacao o acido 2-iodosilbenzéico (IBA)
formado ao final da reacdo, como ja foi abordado por ltoh e colaboradores®. Sendo
assim, o IBA formado ao fim da reacédo foi filtrado e reoxidado com oxone® sob as
mesmas condigdes do preparo do IBX, fornecendo o mesmo ap6s 3 horas com
rendimentos de 70 a 78%.

Os adutos de MBH 30a, 30b e 30c foram submetidos ao IBX recuperado do IBA e
mostraram resultados semelhantes aqueles quando o IBX usado era proveniente do
acido 2-iodobenzoico (entrada 2, 4 e 6). Isso demonstira a grande capacidade e
praticidade do IBX, podendo ser recuperado e reutilizado sem perder significativamente
sua capacidade oxidante. A figura 17 demonstra o ciclo reacional proposto para

oxidacdo dos adutos de MBH pelo IBX e reaproveitamento do IBX*.

% Miura, T., Nakashima, K., Tada, N., ltoh, A. Chem. Comm. 2011, 47, 1875-1877.
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Oxone
Figura 19: Ciclo reacional para a oxidacao de alcoois secundarios com IBX e o IBX recuperado
(adaptado)*.

3.2 Biorredugao de a-metileno-B-cetoésteres

3.2.1 Triagem dos microrganismos

Uma vez obtidos os substrato 31a, 31b e 31c¢, foram submetidos a biorreducao
com quatro microrganismos, todos ja avaliados anteriormente pelo nosso grupo. Com
isso foi possivel descobrir como cada microrganismo atua sobre os substratos:
promovendo a reducgdo da ligacao C=0, a reducao da ligacdo C=C ou de ambas (figura
20).
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R=H (31a)
p-Cl (31b)
p-Br (31c)

35a-c

Figura 20: Representacao dos possiveis produtos de biorredugédo dos a-metileno-B-cetoésteres

e as rotas a serem tomadas durante a reducao biocatalitica dos mesmos.

Os substratos obtidos foram submetidos a biotransformacdao com Saccharomyces
cerevisiae liofilizado tipo Il (Sigma-Aldrich®) e as leveduras Pichia stiptis CCT 2617,
Rhodotorula glutinis CCT 2182 e Pichia kluyveri CCT 3365.

As alcool desidrogenases (ADH) presentes nas leveduras Pichia stiptis,
Rhodotorula glutinis e Pichia kluyveri nao foram capazes de reduzir os a-metil-3-
cetoésteres aos respectivos a-metil-B-hidroxi-ésteres (Tabela 10). Entretanto, as
enoatoredutases presentes nessas leveduras foram capazes de biotransformar os a-
metileno-B-cetoésteres em seus respectivos produtos de redugéo da ligagdo C=C, os a-
metil-B-cetoésteres, ainda que com baixas conversdes e elevados tempos de reagcéo
(rota A, figura 20).
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Tabela 10. Triagem para a biorredugao dos a-metileno-3-cetoésteres.

o o] OH o]

S o TN o
Microrganismo | > 330 sdac
R R

R Conv. (%)? Conv.(%)? t (h)

Sacharomyces. H <3 98 38
cerevisi;e b p-Cl <3 % 40

p Br <3 95 43

H 37 - 77

Rhodotorula. glutinis °©  p-Cl 21 - 84
p-Br 4 - 96

H 5 - 96

Pichia stiptis °© p-Cl 7 - 96
p-Br 3 - 96

H 20 - 96

Pichia kluyveri © p-Cl - - 96
p-Br 16 - 96

2 Determinado por CG-EM;

b Experimento realizado empregando 2 g de célula liofilizada, 50 mL de agua destilada e 50
mg de substrato;

¢ Experimento realizado em 50 mL do caldo YM (Yeast Malt) com suspenséo celular e adicdo
de 50 mg do substrato.

A reducdo da ligacdo C=C pela enoato redutase presente no fermento de péao,
conhecida como old yellow enzyme (OYE), ocorre por meio de uma reagao de Michael
com especificidade trans, onde o ataque do hidreto proveniente da flavina
mononucleotideo (FMNH), é feito pela face si e o préton seguinte é abstraido pela face
re, da parte alcodlica de um residuo de tirosina presente no sitio ativo da enzima em

questdo (Figura 21)8'.

o1 a) Williams, L. E., Bruce, N. C., Microbiology 2002, 148, 1607; b) Stuermer, R; Hauer, B.; Hall, M.;
Faber, K Curr. Opinion Chem. Biol. 2007, 11, 203.
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Figura 21. Reducéo de ligagbes C=C ativadas biocatalisada por enoato redutases do tipo old

yellow enzymes com especificidade trans®'.

Entretanto, os produtos obtidos apresentam uma metila na posi¢ao a em relagao a
carbonila cetdnica e a cabonila do éster, o que pode resultar em uma estereoinverséao
do grupo metila, devido a elevada acidez do hidrogénio na mesma posigéo (Figura 22),

prejudicando essa especificidade da enoato redutase presente.

Estereoinversao

0/ Microrganismo

Yy

R=H (31a)
p-Cl (31b)
p-Br (31¢c)
Figura 22. Representacdo da estereoinversdo da metila na posi¢éo a dos a-metil-B-cetoésteres

produzidos pela reducéo biocatalitica dos substratos.

Somente a cepa de Saccharomyces cerevisiae comercial demonstrou apresentar
ADH capazes de promover a redugao da ligagdo C=0 subsequente, a partir dos a-metil-
B-cetoésteres produzidos (rota A—B, figura 20). Estes a-metil-B-hidroxi-ésteres foram

obtidos com conversdes de até 98% e tempos de reacdo variando de 38 a 43 horas,
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tornando o Saccharomyces cerevisiae como o biocatalisador de escolha para os
substratos em estudo.

Os perfis reacionais obtidos para os a-metileno-B-ceto-ésteres 31a, 31b e 31c
observados durante a biorreducdo por Saccharomyces cerevisiae mostraram-se

semelhantes em geral, como € mostrado na figura 23.

0 o (o} (o}

100 ) o
g 80 @J\’H[\Q/ (]
o
3 9 (A) 31a 33a
o 40
(‘-é) 20 OH o]

0 o e
0 12 24 36 48 60 72 84 96 3
Tempo (h) 34a 358
——33a (%) —a—31a (%)
—a—34a (%) —o—35a (%)
__100 5 & o o
X
= 80 o . s
§ 60 (B)
o 40 cl 33b
> cl
§ 20 31b
0
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)
—— 34b (%) —®—31b (%) 35b
—e—33b (%) —8—35Db (%)

100 G 5 0 0
% 80 o6 o
4o} 60
»

o 40 Br e = 33¢
S 20

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo (h)

——33c (%) -—®-31c (%)
—&—34¢ (%) —e—35¢ (%)

35¢

Figura 23. Perfil reacional para os a-metileno-3-cetoésteres 31a (A), 31b (B) e 31c (C) na

biorredugdo com Saccharomyces cerevisiae empregando 50 mg dos substratos.
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Em seguida, as reagdes foram realizadas em escala preparativa (200 mg) a fim de
isolar e caracterizar os produtos obtidos. Foi observado que os rendimentos isolados se
mostraram bem inferiores ao apontado pela conversao determinada por CG-EM (Tabela
11).

Tabela 11. Biorredugéo dos a-metileno-B-cetoésteres

o o OH (o]
o e + o
R R (25,35)-34
R =H (31a)
p-Cl (31b)
p-Br (31c)
() i~na ()
Ar Produto Conversdo (%) Rend. (%) % Composigdo [e.e.%]
(2R35)-34  (25,35)-34
Ph 34a 98 79 17 [99] 2 83 [99]
p-Cl-Ph 34b 96 41 12 [99] 3 88 [99] *
p-Br-Ph 34c 95 35 10 [99] 2 90 [99]

" Rendimento isolado; * Determinado por CG/DIC com coluna quiral Hidrodex-B;> Determinado
por CG/DIC com coluna quiral Lipodex-E.

Dentre os a-metil-B-hidroxi-ésteres obtidos, somente o 34a apresentou um bom
rendimento, entretanto, boas razées syn/anti foram observadas para todos os produtos,
com predominéncia do diastereocisdbmero syn sobre o anti, além de elevados excessos
enantioméricos para ambos diastereoisbmeros. Esse comportamento na redugao de a-
metileno-B-ceto-ésteres também j4 foi evidenciado anteriormente pelo nosso grupo.® A
preferéncia pelo diasteroisdbmero syn ja foi observada para a redugdo de varios B-

cetoésteres a-substituidos pelo fermento de pao®.

62 Closoki, G. C.; Milagre, C. D. F.; Moran, P. J. S.; Rodrigues, J A. R. J. Mol. Cat. B: Enz. 2007, 48, 70—
76.

63 Milagre, H. M. S., Milagre, C. D. F., Moran, P. J. S., Santana, M. H. A., Rodrigues, J. A. R. Org. Proc.
Res. Dev. 2006, 710, 611.
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Um modelo para predigdo da diastereosseletividade em redugdes biocataliticas de
B-cetoésteres-a-substituidos por fermento de pdo ja foi mostrado por Faber® e
comprova a preferéncia observada (Figura 24). O modelo indica que quao maior a
diferencga entre o tamanho do substituinte na posicédo a (pequeno) e o grupo COOMe
(grande), maior a preferéncia pelo produto syn. Caso o substituinte a seja tdo grande
quanto o outro, essa preferéncia deixa de existir e, caso seja maior que o outro grupo, a

preferéncia é invertida.

I‘ T T
@%I

P = pequeno, G = grande

Figura 24. Representacdo do modelo para predicao da diastereosseletividade em redugdes de

B-cetoésteres a-substituidos.

Com base nisso, foi proposto uma sequéncia reacional para a reducgao
biocatalitica dos a-metileno-B-cetoésteres (Figura 25). Inicialmente, a redugcédo da
ligagcdo C=C fornece os a-metil-B-cetoésteres com baixo e.e.e/ou estereoinversao da
metila na posi¢cdo a por conta de um tautomerismo ceto-endlico. Em seguida ocorre
uma reducdo da ligacao C=0 pela face re, independente da configuracdo do centro
quiral vizinho, com alto excesso enantiomérico, como ja foi observado em reducdes de

cetonas aromaticas por fermento de pao®°.

64 Faber, K. Biotransformations in organic chemistry: a text book. 2004, 5 Edition, Springer: New York,
454p.

“paG. Dumanski, P. Florey, M. Knettig, A.J. Smallridge, M.A. Trewhella, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2001,
11, 905.
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Figura 25. Mecanismo proposto para a seletividade na biorredugédo dos a-metileno-f3-
cetoésteres mediada por Saccharomyces cerevisiae.
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3.2.2 Emprego de suportes para os substratos

Apesar dos bons resultados para a seletividade da reag&o, os rendimentos se
mostraram insatisfatorios para os substratos 31b e 31c. Sendo assim, foi avaliado o
emprego da biocatdlise extrativa, ferramenta que vem sendo utilizada tanto para
contornar problemas de solubilidade como para contornar problemas de toxicidade do
substrato ao biocatalisador,’® por meio da reducdo da concentracdo do substrato no
meio.

Diante dos resultados expostos na tabela 12, foi possivel concluir que houve um
decréscimo da conversdo nos a-metil-B-hidroxi-ésteres além do aumento nos tempos
de reacdo. Isso pode indicar que o substrato esteja fortemente adsorvido na resina e
grande parte do mesmo nao seja liberado para o meio reacional.

66 a) Jin, J.; Li, H.; Zhang, J. Appl Biochem Biotechnol. 2010, 162, 2075-2086; b) Erdélyi, B.; Szabé, A.;
Birincsik, L.; Hoschke, A. J. Mol. Cat. B: Enz.2004, 29, 195-199.
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Tabela 12. Redugao dos a-metileno-B-cetoésteres por Saccharomyces cerevisiae com XAD7HP

como suporte para o substrato.
[0} (o}

OH 0 oH o
Saccharomyces
g cerevisiae P -
- ¥ o o
papel filtro §
R R = H (31a) R (2R,35)-34 R (25,35)-34
p-Cl (31b)
p-Br (31c)
o inG o/ 13
Produto m/ms' Conversdo (%)° Tempo (h) % Composigdo [e.e.%]
(2R35)-34 (2S5,35)-34
34a 4 75 38 12 [98] 88 [98]
34a 8 70 57 11[>99]  89[>99]
34a 12 59 72 8 [>99] 92 [>99]
34a 16 47 78 8 [>99] 92 [>99]
34a 20 41 90 7 [>99] 93 [>99]
34b 8 69 94 10 [99] 90 [99]
34c 10 61 89 9 [99] 91 [99]

" Massa de resina/massa de substrato; * Determinado por CG-EM; ° Determinado por CG/DIC

com coluna quiral Hidrodex- ou Lipodex-E.

Entretanto, a seletividade do processo mostrou bons resultados, tendo para o
substrato 31a melhorias significativas na razao syn/anti associadas ao aumento da
relacdo massa de resina/ massa de substrato. O excesso enantiomérico dos
diastereoisdmeros, mesmo antes do uso da resina, foi de 99%, sendo assim, somente a
relagdo syn/anti apresentou melhores resultados.

Sugere-se que a diminuicdo da concentracdo do substrato (e consequentemente
do produto) dificulte a estereoinversdo da metila a no intermediario a-metil-3-cetoéster
e, apds reducao da cetona, passa a ter uma razao syn/anti ainda maior.

Para os produtos 31b e 31c, os excessos enantioméricos dos diastereoisomeros
obtidos foram tdo elevados quanto os apresentados por 31a e, com relacdo a
seletividade syn/anti, aqueles apresentaram bons resultados em suas condigdes
otimizadas de m/ms. Por meio da redug¢do da concentragdo dos substratos no meio

reacional, a enzima com menor K, (Constante de Michaelis-Menten), dentre as enzimas
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com especificidades opostas, € favorecida, considerando o meio reacional como um
sistema multi-enzimatico (células inteiras)®’.

Os baixos rendimentos obtidos com o emprego da resina como suporte para o
substrato sugeriram a mudanga para uma abordagem mais eficaz. Uma proposta
abordada recentemente pelo nosso grupo passou a ser uma alternativa promissora. A
ideia baseia-se no uso de papeis de filtro comuns como suporte para o substrato, que,
diferente da resina, ndo atua como reservatério para o fornecimento do substrato e a
extragdo in situ do produto formado, mas apenas como reservatorio do substrato. A
extracdo do produto pode ser feita comumente por meio de solventes organicos. Na
figura 26 € mostrada uma representacdo da proposta para a biorreducdo com o papel
filtro como suporte para o substrato.

(A) (B)

o .-OH
.=0 .‘ .OH .OH .-OH
$o o 0 on
o '0 ‘0 ‘ .:0 .OH .ou . .OH

T e e

E o) ‘0 2l .OH OH .OH
‘o ' ‘0 'o to ..OH . .-OH

Papel filtro Meio reacional Papel filtro Meio reacional

Figura 26. Representacdo esquematica demonstrando o meio reacional contendo o substrato
adsorvido no papel de filtro (A) e apds a formagao do produto (B).

Dos substratos avaliados, somente o 31a ndo demonstrou problemas de baixa
solubilidade do respectivo substrato no meio reacional, visto que tanto o rendimento
quanto a seletividade n&o foram afetados quando o papel filtro foi usado como suporte
para o substrato (Tabela 13). Para o caso dos substratos 31b e 31c¢, o papel como
suporte do substrato melhorou significativamente o rendimento, chegando a

praticamente dobrar com 0 mesmo tempo de reacgao.

%7 Nakamura, K.; Kondo, S.; Nakajima, N.; Ohno, A. Tetrahedron 1995, 51 (3), 687-694.
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Tabela 13. Redugéo biocatalitica dos a-metileno-B-cetoésteres mediada por Saccharomyces

cerevisiae com e sem papel de filtro como suporte para o0 substrato.

o] o]
Saccharomyces
o cere visiae
papel filtro
R (28,35)-34

R =H (31a)
p-Cl (31b)
p-Br (31c)

(2R,35)-34

Sem papel Com papel

Ar (Produto) Rend %Composicao[e.e.%] Rend. %Composicaole.e.%]

(%)’ (2R,35)-34 (2S5,35)-34 (%)’ (2R,35)-34 (25,35)-34
Ph (31a) 79  195[997 80,5[99F 75 18997  82[99F
p-Cl-Ph (31b) 44 12 [99® 88 [99]° 70 14 [99]® 86 [99]°
p-Br-Ph (31c) 35 10[99] ® 90 [99] 3 73 11 [99]? 89 [99]?
"Rendimento isolado; “Determinado por CG/DIC com coluna quiral Hidrodex-B;°> Determinado

por CG/DIC com coluna quiral Lipodex-E.

A seletividade, entretanto, ndo apresentou nenhuma diferenca em relacdo ao
observado antes, possivelmente por nao haver nenhuma alteracdo da concentragcao do
substrato, como foi observado com o uso da resina XAD7HP.

Ao fim da reacao a extragao foi realizada empregando a resina XAD7HP, fazendo
uso da adsorcao para a remocao do produto do meio reacional, como ja foi realizado

por Patel®®

e colaboradores para obtencao biocatalitica de um retindide. Apds algumas
horas sob agitacdo, a resina foi filtrada e extraida da forma convencional com solvente

organico.

68 Patel, R. N., Chu, L., Chidambaram, R., Zhu, J., Kant, J., Tetrahedron: Asymmetry, 2002, 13, 349-355.
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3.3 Determinacao da configuracao relativa e absoluta dos
produtos

A configuragao relativa dos produtos foi determinada com base na analise dos
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento no espectro de RMN'H em
comparacdo com a literatura®.

Nao foi possivel isolar os respectivos diastereoisdmeros anti para caracterizagao,
entretanto, a comparacdo dos valores de acoplamento e deslocamento quimico do
préton carbindlico para o diastereoisbmero syn comprovam a configuragcao relativa dos
mesmos (Tabela 14).

Tabela 14. Dados de RMN 'H para os produtos 34a-c.

OH © o OH 0 oH OH o

: o — Hﬁ:O@H Hsco%CHs_ 2 e

2 = H | Ar H ‘ Ar <

—ZH- n.Cl.Ph" n-Rr. CHs
R =H; p-CI-Ph; p-Br-Ph i3 syn-34
anti syn
(R)Produto i - . i - i
5 (ppm) H-3 [lit.] J*?(Hz) [lit.] & (ppm) H-3 [lit.] J*° (Hz) [lit.]

(H) 34a N.D. [4,75] N.D. [8,4] 5,13 [5,12] 4,2 [3,6]
(p-Cl-Ph) 34b  N.D.[4,73] N.D. [8,4] 5,11[5,07] 3,6 [3,9]
(p-Br-Ph) 34c N.D.[4,72]' N.D.[7.4] 5,10 [N.D.] 3,6 [N.D.]

"o produto a ser comparado apresenta o grupo COOEt ao invés do COOMe.

Valores de J baixos para o diasteroisdbmero syn em relacdo ao anti foram
demonstrados também por Ferreira® em adutos aldol entre uma N-propionil-

% Para 34a: Shiomi, T.; Ito, J.; Yamamoto, Y .; Nishiyama, H. Eur. J. Org. Chem. 2006, 5594-5600. Para
34b: a) Chuzel, O.; Descamp, J.; Chausteur, C.; Riant, O. Org. Lett.,2006,8(26), 5943-5946. b) Sato, K.;
Isoda, M.; Ohata, S.; Morita, S.; Tarui, A.; Omote, M.; Kumadaki, I.; Ando, A. Adv. Synth. Catal. 2012,
354, 510 — 51. Para 34c: Yamada, Y.; Nagata, T.; Sugi, K. D.; Yorozu, K.; Ikeno, T.; Ohtsuka, Y.;
Mukaiyama, T. Chem. Eur. J. 2003, 9, 4485- 4509.

" Ferreira, M. A. B. Dissertagéo de Mestrado, UNICAMP, 2008.
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oxazolidinona quiral e aldeidos aromaticos, uma vez que estes adutos se assemelham

aos produtos estudados aqui (Figura 25).

H
H A"%\
T
CH, R 0
J (Hz
o OH O (Hz)
OH O 0 PP A 2.7
Cray>y 1J 5372 A B 29
ON N SN p ’
AL

Figura 27. Valores de J (Hz) dos prétons carbindlicos para os adutos aldol observado por

Ferreira, mostrando acoplamentos 1,2-syn (A e B) e 1,2-anti (C) (adaptado)7°.

A configuracdo absoluta dos produtos de biorreducdo foi avaliada pela
comparacdo dos valores de rotacdo Oética com a literatura e, com base nas
comparagdes, pode-se aferir a configuracado (25, 3S) para os produtos de biorreducao
obtidos (Tabela 15).

Tabela 15. Dados de rotagéo 6tica dos produtos 34a-c’".

Produto a“%p a“Oplit. config.
34a 9 18,7 (25,39
34b 12 15,4 (25,39)
34c 11 i i

" Para 34a: Ramachandran, P. V., Pratihar, D. Organic Lett. 2009, 11 (7), 1467; Para 34b: Hitchcock, S.
R., Davis, R. A., Richmond, D. M., Dore, D. D., Kuschel, S. L., Vaughn, J. F., Wolfe, J. A., Hamaker, C.
G., Casper, D. M., Dingle, J. J. Heteroc. Chem. 2008, 45 (5), 1265.

49



Dissertacdo de Mestrado Michel Ricardo de Barros Chaves

Para o a-metil-B-hidroxi-éster 34c a configuragdo absoluta do centro
estereogénico na posigao 3 (HCOH) foi determinada por analise do espectro de RMN
'H do produto de derivatizagdo com um auxiliar quiral.

Uma das formas para a determinacao da configuragéo absoluta por derivatizagéo
com auxiliar quiral, exige que o substrato quiral seja posto para reagir separadamente
com os dois enantibmeros do auxiliar quiral (S) e (R), entdo, o espectro dos
diastereoisbmeros resultantes é comparado.

Sendo assim o a-metil-B-hidroxi-éster 34c foi derivatizado com os dois
enantibmeros do cloreto de a-metoxi-a-trifluorometil-fenilacila (MTPCI), também
conhecido como cloreto de Mosher, e as atribuigdes dos sinais nos espectros de RMN
'H mostraram claras diferencas nos deslocamentos quimicos (Tabela 16).

Tabela16: Valores de deslocamentos quimicos para os ésteres de (S) e (R) Mosher de 34c.

s
5 4 Lq
H,CO, ¥ MeO Ph
N/ >
o :

2’ . (S) “CF

! ( \ I L

gl

H

O]

(o}

(o]

/3' L,
H Ester (R)-MTPA Ester (S)-MTPA ABL™®
Hi 2,36 2,35 +0,01
Ho 1,25 1,15 +0,1
Hs 3,61 3,57 +0,04
Hy 7,05 7,21 -0,16
Hs 7,43 7,49 -0,06

Essa andlise é baseada no efeito anisotrépico que o grupo fenila do MTPA exerce
nos substituinte Ly e L, do hidroxi-éster. Para esses casos, € assumido que a
conformacdo mais representativa do éster de Mosher obtido apresente o grupo C(1")H,
a carbonila e o grupo CF3 no mesmo plano, assim os prétons do grupo Ly sdo blindados
pela fenila do éster do (S)-MTPA e os prétons do grupo L» sédo blindados pela fenila do
éster (R)-MTPA.
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A comparacao destes dados com a literatura’® nos levou a atribuicdo da
configuracdo absoluta do a-metil-B-hidroxi-éster 34c como sendo (25, 3S), a mesma
observada para os demais produtos de biorreducéo.

7 a) Seco, J. M., Quino4, E., Riguera, R. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 2915-2925; b) Dale, J.A.,
Mosher, H.S., J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 512.
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4. Conclusoes

Dentre os procedimentos envolvidos para a obtengcdo dos a-metileno-B-ceto-
ésteres, os melhores resultados foram obtidos por meio da oxidacdo de adutos de
Morita-Baylis-Hillman empregando o IBX, que mostrou rendimentos excelentes, mesmo
empregando o IBX proveniente da oxidagéo do IBA formado ao fim da reagao.

A avaliacdo de diferentes microrganismos mostrou que o Saccharomyces
cerevisiae liofilizado foi o melhor biocatalisador. Foram obtidos apenas os a-metil-B-
hidroxi-ésteres como produto de biorreducdo, demonstrando ainda uma predominancia
do diastereoisdbmero syn sobre o anti em uma proporcao de até 9:1, ambos com
excessos enantioméricos de 99%. No ambito de contornar os baixos rendimentos, o
emprego da resina XAD7HP como suporte para o substrato mostrou amplificar as
razbes syn/anti, chegando a 14:1 para o a-metil-B-hidroxi-éster 31a, entretanto, os
rendimentos obtidos foram insatisfatérios.

Diferente da resina XAD7HP, o emprego do papel de filtro como suporte mostrou-
se uma alternativa eficiente frente aos baixos rendimentos para os substratos 31b e
31c, chegando a 70 e 73%, respectivamente. Esses resultados comprovam a atuacgéao
do papel de filtro como um meio pratico para fornecimento do substrato ao meio
reacional.

A determinacdo da configuragcdo absoluta de 34c por RMN de 'H empregando
cloreto de Mosher (MTPCI) mostrou que o mesmo apresentou configuracao (25,3S).
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5. Parte Experimental

5.1 Aspectos Instrumentais

5.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizados em Bruker 250
Advance (250 MHz para 'H e para '*C) e em um Varian INOVA 500 ( 500 MHz para 'H
e 250 MHz para '3C). Os deslocamentos quimicos (8) do hidrogénio foram registrado
em ppm, empregando o tetrametilsilano (TMS, =0,00 para 'H) como referéncia. Os
deslocamentos quimicos de '*C foram registrados em ppm, empregando como
referéncia o cloroformio deuterado (CDCls, & = 77,00).. As analises foram realizadas

pesando-se de 15 a 30 mg da amostra em 0,5 mL de CDCls.

5.1.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM)

As amostras foram analisadas em um cromatégrafo gasoso modelo GC/MS-
QP5000 — Shimadzu acoplado a um detector de massas contendo uma fonte de
ionizacao por impacto de elétrons com energia de ionizacao de 70 eV ou em um Agilent
acoplado a um detector de massa HP5973, operando com uma fonte de ionizagdo por
impacto de elétrons também de 70 eV. O fluxo de He foi mantido & 0,9 mL.min™,
temperatura do injetor a 230 °C e detector a 280 °C. Os métodos para separagao dos
produtos foram empregados como a seguir:

Método 1: 80°C por 3 min, (30°C/min) a 290°C (3 min)

Método 2: 80°C por 3 min, (25°C/min) a 290°C (3 min)
Método 3: 80°C por 3 min, (20°C/min) a 290°C (3 min)

59



Dissertacdo de Mestrado Michel Ricardo de Barros Chaves

5.1.3 Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector por ionizacao de
chama - CG/DIC

As analises em CG/DCI foram realizadas trem um modelo Agilent Technologies
6850, utilizando uma coluna capilar quiral Hidrodex-B (30 m x 0,25 mmx 0,25 ym) ou
uma Lipodex-E (28 mx0,25 mmx0,25 pym). O cromatdégrafo atuou com fluxo constante
de Hz de 1 mL.min™", temperatura do injetor de 200°C e do detector 220°C.

Os métodos empregados para a separacao dos diasteroisbmeros e enantibmeros

foram:
A) Coluna Hidrodex-f3
Método A3: 80°C (5°C/min), 180°C/10 min
Método A4: 80°C (1°C/min), 180°C/10 min

B) Coluna Lipodex-E

Método B5: 80°C (10°C/min)-100°C, 180°C (1°C/min)

5.1.4 Métodos Cromatograficos

As separacoes cromatograficas em colunas foram realizadas com silica gel 203-
400 mesh da Merck com gradiente de eluicdo hexano/acetato de etila. As reacbes
foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) por meio de placas de
3 cm x 4 cm da Merck, suportada em aluminio com filme de silica gel 60 F2s4.

A revelacdo dos compostos nas placas foi realizado por meio de irradiagdo
ultravioleta em um Spectroline modelo ENF-260C, com irradiacao a 254 nm.
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5.1.5 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um Bomem MB-series FTIR-
Hartmann & Braun Michelson, na reagido de 400 a 4400 cm™ utilizando pastilhas de
KBr e NaCl.

5.1.6 Rotacdo Otica

Os valores de [a]p®® foram medidos em um polarimetro 341 Pelkin Elmer,

utilizando celas de 1 cm de caminho 6tico.

5.1.7 Procedéncia de reagentes

Os reagentes e solventes empregados para as sinteses e purificacbes foram
adquiridos comercialmente pela Sigma-Aldrich®.

5.1.8 Microrganismos

A cepa de Sacharomyces cerevisiae utilizada foi a classificada como tipo Il e foi
obtida comercialmente pela Sigma-Aldrich na forma liofilizada. Os demais
microrganismos empregados para a biocatalise foram obtidos na Colecado de Culturas
Tropicais (CCT, http://www.cct.org.br) da Fundacao Tropical André Tosello, Parque

Taquaral, Campinas, SP”°.

O crescimento dos microrganismos para as reacdes de biocatalise foi feito em
meio YM (Yeast Medium) com 10,0 g de glicose, 3,0 g de extrato de levedura, 3,0 g de
extrato de malte, 5,0 g de peptona bacterioldgica e1 L de agua destilada. A esterilizagéo
dos meios foi feita em autoclave Quimis a 120°C e 1,0 Kgf/cm?, por 15 minutos.

78 Colegao de Culturas Tropical — Fundagéo Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello” —
Catalogo de Linhagens, 1996, 12 edicdao, Campinas, SP, Brasil
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5.2 Preparo dos substratos

5.2.1 Reacao de a-metilenacao

Em um baldo de duas bocas de 25 mL acoplado a um condensador foram
primeiramente adicionados, sob atmosfera inerte, 5 mL de acido acético glacial e 0,3
mmol de morfolina e 1 mmol do cetoéster. Em seguida foram adicionados 9 mmol de
paraformaldeido e peneira molecular (4 A) e entdo a mistura reacional foi aquecida e
agitada. Uma vez observado o total consumo do material de partida por meio do
acompanhamento da reagdo por CCD (AcOEt/Hex 3:7) foi adicionado a mistura
reacional ja na temperatura ambiente, uma solucao saturada de NaHCO3; e em seguida
realizada a extracdo com volume igual de acetato de etila trés vezes. As fases
organicas obtidas foram lavadas com solugdo de NaCl saturada e secadas com MgSQO4
seguida pela evaporacdo de solvente a pressao reduzida®.

5.2.2 Preparo do Liquido lIonico BMIM(PF;) (Hexafluorofostato de 1-
Butil-3-metilimidazdlio)

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 470 mmol (109,9 g) de
metanosulfonato de 1-butil-3-metilimidazélio, 493 mmol (90,7 g) de hexafluorofosfato de
potassio e 250 mL de agua destilada, tal mistura foi agitada por 30 minutos. A fase
aquosa foi separada e descartada e, ao liquido remanescente foram adicionados mais
23 mmol (4,3 g) de hexafluorofosfato de potassio e 40 mL de agua destilada. Foi
mantida a agitacdo por mais 15 minutos e entdo 250 mL de diclorometano foram
adicionados. A fase orgéanica foi separada e secada com Na»COs e filtrada em uma
coluna de 30 cm de alumina basica ativada. Ao fim de todo o processo o solvente foi
evaporado a pressao reduzida, gerando o hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazdlio

sendo um liquido incolor*.

62



Dissertacdo de Mestrado Michel Ricardo de Barros Chaves

Hexafluorofosfato de 1-Butil-3-metilimidazdlio **

[o\

PFg
\/\/N\®/N\

©

F.M. CsH16PFs; M.M. 284,97 g.mol™'; 6leo amarelo; RMN 'H (CDCl3 250 MHz) 5 8,35 (s,
2H), 7,3 (d, J=7,5 Hz, 2H), 4,1 (t, J=7,25 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 1,79 (q, J=7,5 Hz, 2H),
1,28 (m, J=7,5, 2H), 0,85 (t, J=7,25 Hz, 3H).

5.2.3 Reacgao de a-metilenacao em liquido iénico

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 1 mL do liquido iénico BMIM(PFg), 0,3
mmol de morfolina, 1 mmol de acido acético glacial, 5 mmol de paraformaldeido e as
peneiras moleculares (4A). A agitacdo foi mantida constante e sob temperatura
ambiente por 15 minutos e entao foi adicionado 1Tmmol de cetoéster ao meio reacional.
Acompanhamento da reacéao foi feito por CCD (Hex/AcOEt 7:3) e GC/MS, sendo que
para o ultimo foi necessario uma filtragem da amostra em uma coluna curta de silica
para tornar possivel a andlise da amostra.

Ap6s a deteccdo do fim da reacédo foi adicionado uma solugdo saturada de
NaHCO3; e a extracdo foi realizada repetidas vezes com éter isopropilico. As fases
organicas obtidas foram secadas com MgSO, anidro e o solvente foi evaporado a
pressao reduzida. O liquido ibnico foi recuperado do meio reacional com repetidas
extracoes com acetato de etila e purificado por meio de filtracdo em coluna de alumina
basica devidamente ativada, finalizando com a evaporacdo do acetato de etila sob

pressdo reduzida®'.
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5.2.4 Reacao de Morita-Bayllis-Hillman

Em um baldo foram adicionados, 50 mmol (4,5 mL) de acrilato de metila, 0,65 eq.
(3,64 g) de DABCO ([2,2,2]-Diazabiclicooctano) e por fim, 10 mmol do aldeido. A agitacao
foi mantida constante a temperatura ambiente. Quando realizada em banho ultrassom, a
temperatura do banho foi mantida a 30-40°C durante a reacdo. A reagéo foi monitorada
por CCD usando solugéo de vanilina ou 2,4-dinitrofenilhidrazina como revelador para os
aldeidos alifaticos e luz UV (254 nm) para dos demais. Uma vez observados o consumo
total do aldeido, o excesso de acrilato de metila foi evaporada a pressao reduzida,
adicionado 20 mL de solucédo saturada de NaCl e a extracéo foi realizada com volume
igual de acetato de etila ( 3 vezes). A fase orgéanica foi seca com Na,SO, anidro e o

solvente foi evaporado & pressao reduzida®.

30a (+)-acrilato de metil-2-[hidroxi(fenil)metil] *°

OH o]

F.M. C11H1203; M.M. 192 g.mol™'; dleo incolor; IV(umax/cm™): 3449, 3089, 3004, 2952,
1721, 1630, 1588, 1493, 1453, 1159, 179, 959; RMN 'H (CDCl; 250 MHz) 5 7.4 — 7.2
(m, 5H, aromatico), 6.33 (s,1H), 5.83 (s, 1H), 5.55 (s, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.14 (br s, 1H,
trocavel com D»0); C RMN (62,5 MHz, CDCls) & 166.9, 142.1, 141.4, 128.5, 127.9,
126.7, 126.1, 73.2, 51.9; E.M. (70 eV, m/z, %) 192 (M* , 34), 191 (30), 160 (30),
159(12), 132 (56), 115 (32), 105 (100), 91 (10), 79 (40), 77 (50),55 (28).
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30b (#)-acrilato de metil--2-[hidroxi(4-clorofenil)metil] *°

OH 0

Cl

F. M. C11H;1ClOs; M.M. 226,5 g.mol”; sélido incolor;P.F. 44,1-46,4°C; IV(0max/cm™):
3444, 3000, 2953, 1715, 1630, 1090, 844; RMN 'H (250 MHz, CDCl3) 5 7,32 (s, 4H),
6,35 (s, 1H), 5,84 (s, 1H), 5,53 (d, 1H, J=2,75 Hz), 3,73 (s, 3H), 3,18 (d, 1H, J=2,75 Hz);
RMN '3C (250 MHz, CDCls): 167, 142, 140, 133, 128,5, 127,9, 126,3, 72,6, 52; E.M.
(70 eV, m/z, %): 228 (4), 226 (M™ 12), 194 (14), 166 (43), 149 (10), 139 (100), 115 (26),
77 (66), 55 (24).

30c (+)-acrilato de metil-2-[hidroxi(4-bromofenil)metil]

OH o]

Br

F.M. C{1H41BrOs; M.M. 270,9 g.mol'1; solido branco; P.F. 64,5-65,6°C; IV (Umax/cm'1):
3342, 2958, 1717, 1636, 1071, 844; '"H RMN (250 MHz, CDCl3) 5 7,35 (4H, dd, J' = 10
Hz,, J = 7,5 Hz), 6,3 (1H, s), 5,8 (1H,, s), 5,5 (1H, d, J = 5 Hz), 3,7 (3H, s) 3,14 (1H, d,,
J = 5,75 Hz); 3C RMN (250 MHz, CDCls): 5 166,6, 141,5, 140,3, 131,5, 128,3, 1264,
121,7, 72,7, 52; E.M. (70 eV, m/z, %): 270 (M* ,15), 238 (12), 210 (43), 183 (86), 157
(27), 131 (22), 115 (40), 77 (100), 51 (30).
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30d (#)-acrilato de metil-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil] *°

OH 0

0,N

F.M. Ci1H{1OsN; M.M. 237g.mo|‘1; sélido amarelo; P.F. 72-73°C; IV (Umax/cm™)
13512, 2992,1724, 1634;'"H NMR (250 MHz, CDCls): & 8.71 (d, J=8.79 Hz, 2H,
aromaticos), 7,56 (d, J=8.79 Hz, 2H, aromaticos), 6,40 (s, 1H), 5,89 (s, 1H), 5,64 (d,
J=5.86 Hz, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,40 (d, J=6.34 Hz, 1H, trocavel com D»0); *C NMR (62,5
MHz, CDCI;) 5 166,6, 148,7,147,6, 141,1, 127,48, 127,4, 123,7, 72,8, 72,7, 61,3, 52,2;
E.M. (70 eV, m/z, %) 237 (M* , 20), 220 (58), 205 (40), 177(90), 155 (100), 131 (22),
115 (30), 104 (25), 77 (73), 55(80).

30e (#)-acrilato de metil-2-[hidroxi(2-clorofenil)metil]

F. M. C{1H4;CIO3; M.M. 226,5 g.mol"; 6leo incolor; IV (omax/cm'1): 3435, 3067, 2999,
1723, 1596, 1439, 697, 758; '"H RMN (250 MHz, CDCl3) 5 7,55 (1H, dd, J'= 2 Hz, J?=
7,6 Hz), 7,3 (3H, m), 6,33 (H, s), 5,97 (1H, d, J=4,8 Hz), 5,57 (1H, s), 3,77 (3H, s), 3,31
(1H, d, J= 4,8 Hz); *C RMN (250 MHz, CDCls) 5 166,7, 140,6, 138,2, 132,6, 129,2,
128,7, 127,9, 126,8, 126,7, 68,7, 51,9; EM (70 eV, m/z, %): 226 (M*, 13), 225 (39), 159
(25), 139 (65), 115 (19), 105 (11), 87 (11), 77 (46), 55 (15).

" Maher, D. J., Connon, S. J., Tetrahedron Letters 2004, 45, 1301—1305.
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30f (#)-3-hidroxi-2-metileno-5-metil-hexanoato de metila "

OH 0]
/J\}W‘/H\O/

F.M. CoH1¢03; M.M. 172 g.mol'1; 6leo incolor; IV(omax/cm'1): 3377, 2957, 2934, 1721,
1630, 1294, 1050, 881; 'H RMN (250 MHz, CDCls) 5 6,21 (s, 1H), 5,80 (s, 1H), 4,46 (d,
J=3,5 Hz, 1H), 3,78 (s, 3H), 2,48 (d, J=6,25 Hz, 1H), 1,79 (m, 1H), 1,58 (m, 1H), 1,43
(m, 1H), 0,96 (d, J=2,75 Hz, 3H), 0,93 (d, J=2,75 Hz, 3H); EM (70 eV, m/z, %) 172 (M*
1), 171 (1), 157 (2), 141 (3), 130 (9), 115 (100), 83 (65), 55 (14).

30h (2)-acrilonitrilil-2-[hidroxi(fenil) metil] °
OH

N
W

F.M. C1oHyON; M.M. 117 g.mol™; éleo incolor; IV (umax/cm™): 3424,3065, 2886, 2229,
1622, 1494, 1049, 847; '"H RMN (250 MHz, CDCls) 5 7,38 (5H, m), 6,1 (2H, dd, J'= 1,25
Hz, J? = 18,75 Hz), 5,28 (1H, d, J = 3,5 Hz); *C RMN: 139, 129,88, 128,9, 126,5, 126,2,
116,9, 74. EM (70 eV, m/z, %): 159 (M*, 21), 130 (9), 107 (100), 79 (73), 51 (28), 40
(10).

30i (+)-2-[hidroxi(4-clorofenil)metil]-acrilonitrila

OH

N
i

Cl

F.M. C1HgONCI. M.M. 141,5 g.mol™; 6leo incolor; IV (umax/cm™): 3426, 2885, 2230,
1597, 1090; '"H RMN (250 MHz, CDCls) 5 7,35 (4H, d, J' = 5 Hz, J?= 7,5 Hz), 6,06 (2H,
d, J = 16 Hz), 5,27 (1H, d, 2,5 Hz), 2,73 (1H, d, J = 4 Hz); '*C RMN: 74,0, 117, 126,1,
126,5, 128,8, 130,0, 139,1. ;EM (70 eV, m/z, %): 193 (M*, 15), 158 (6), 141 (100), 113
(22), 105 (9), 77 (69), 51 (13).

75 Iwabuchi, Y., Nakatani, M., Yokoyama, N., Hatekeyama, S. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 10219-
10220.

76 Junior, C. G. L., Silva, F. P. L., Oliveira, R. G., Subrinho, F. L., Andrade, N. G., Vasconcellos, M. L. A.
A. J. Braz. Chem. Soc. 2011, 22, (11), 1-31.
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30j,(2)-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil]-acrilonitrila
OH

N

0,N

F.M. C1oHsO3N2; M.M. 192 g.mol'1; sélido amarelo claro; P.F. 73,3-74,5°C; IV (Omax/Cm’
'): 3482, 3108, 3072, 2907, 2228, 1654, 1508; 'H RMN (250 MHz, CDCls) 5 8,25 (2H, d,
J =9 Hz), 7,6 (2H, d, J = 8,75 Hz), 6,14 (2H, d, 20 Hz), 5,45 (1H, s), 2,8 (1H, s); "*C
RMN: 148, 145,9, 130,9, 127, 125, 124, 116, 73; EM (70 eV, m/z, %): 204 (M*, 6), 187
(3), 175 (3), 152 (100), 140 (8), 124 (6), 105 (12), 94 (9), 77 (19).

5.2.5 Oxidacao aerdbica dos adutos de MBH com sistema

Em um baldo de duas bocas devidamente seco foi adicionado 0,05 mmol de
Fe(NO3)39(H20), 0,1 mmol (21,3 mg) de TEMPO (N-6xido de tetrametilpiperidina), 0,1
mmol de NaCl e 4 mL de diclorometano anidro. A mistura reacional foi agitada durante 5
minutos sob atmosfera de O, até a saturacdo do meio. Entdo foi adicionado uma
solucdo de 1mmol do aduto de Morita-Baylis-Hillman em 1 mL de diclorometano
também anidro e a mistura foi mantida sob agitacdo constante a temperatura ambiente
com oxigénio proveniente de um baldo. O oxigénio também foi devidamente seco, para
isso um sistema em U recheado com silica azul e drierite ativadas foi utilizada. O
acompanhamento da reacdo foi feito por CCD (Eter de petréleo/AcOEt 10:1) ou por
GC/MS. A extracao foi feita diluindo a mistura reacional em 30 mL de éter etilico e em
seguida foi adicionado MgSQO4 para secagem. Por fim foi realizada uma filtracdo em

uma coluna curta de silica para remocao dos fons. *?

68



Dissertacdo de Mestrado Michel Ricardo de Barros Chaves

5.2.6 Oxidacao aerdbica dos adutos de MBH com 2,3-dicloro-5,6-
diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) e nitrito de sédio

DDQ (2,3 mg, 0.01 mmol) foi dissolvido em 5 mL de CHxCl, e 0,5 mL de acido
aceético em um baldo de 50 mL. A solugéo foi agitada sob temperatura ambiente, entdo
foi adicionado o aduto (1 mmol), seguido NaNO, (6,9 mg, 0,1 mmol). A solucdo foi
agitada sob atmosfera de oxigénio molecular proveniente de um baldo por 2 horas. Ao
fim do tempo, a reacao foi filtrada em uma coluna curta de silica e o produto foi eluido
com CHxCl,. O solvente foi concentrado sob vacuo e o produto foi purificado por coluna

cromatografica®.
5.2.7 Procedimento de Oxidacao por acido 2-iodoxibenzéico (IBX)

O acido 2-iodoxibanzéico (IBX) foi preparado adicionando 20 mmol de acido 2-
iodobenzdico (4,96 g) em uma solucdo de Oxone® em agua deionizada (60 mmol, 18,44
g em 200 mL) em um baldo de 0,5 L. A reacéo foi agitada vigorosamente, inicialmente a
70°C por 1 hora, até que o meio reacional fique claro e, somente depois, a reacao foi
resfriada a 0°C e agitada levemente por mais 30 minutos®.

Ao término da reacdo, os sais foram filtrados em um filtro de vidro sinterizado e
lavados repetidamente com agua (6x100 mL), acetona (2x100 mL) e deixados para
secar por 16 horas. A agua mae e a agua de lavagem foram tratadas antes de serem
descartadas com Na3SOj; e neutralizada com uma solugao de NaOH 1M.

Uma vez obtido o IBX, uma solucdo 0,14 mol.L™' do aduto de Baylis-Hillman em
acetonitrila foi preparada em um baldo de duas bocas, em seguida, 1,5 eq. (418,35 @)
de IBX foram adicionados a essa solucao e logo em seguida essa mistura foi agitada a
70°C sob refluxo até total consumo do aduto. A reacdo foi acompanhada por CCD
(hexano/AcOEt 8:2).

Ao fim da reacdo a mistura foi resfriada a temperatura ambiente, filtrada para
recuperacdo do acido 2-iodosilbenzdico (IBA) e o solvente evaporado, obtendo

exclusivamente o produto de oxidagao.
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O acido 2-iodosilbenzoico (IBA) obtido ao fim da reacdao como o agente oxidante
na sua forma mais reduzida, foi reoxidado empregando a mesma metodologia usada
para preparar o IBX substituindo o &acido 2-iodobenzdico pelo mesmo &cido 2-
iodosilbenzadico.

31a - 2-(benzoil)-prop-2-enoato *°?

F.M. C11H003; M.M. 190 g.mol'1; éleo amarelo; IV (omax/cm'1): 6063, 2954, 1729, 1665,
1438, 1075, 866; '"H RMN (250 MHz, CDCls) 5 7,85 (2H, d, J=1,5 Hz), 7,59 (1H, t, J=7,5
Hz), 7,47 (2H, t, 7,75 Hz), 6,7 (1H, s), 6,05 (1H, s), 3,76 (3H, s); *C RMN (72,5 Hz,
CDCl3): 5 193, 164,8, 140,9, 136, 133, 131, 129, 128, 52. EM (70 eV, m/z, %): 190 (M*,
6), 175 (3), 159 (3), 130 (4), 105 (100), 77 (51), 51 (19).

31b - 2-[(4-clorofenil)carbonil]-prop-2-enoato de metila

o] o]

Cl

F.M. C11HgO3Cl. M.M. 2245 g.mol"; 6leo amarelo claro; IV (Umax/cm'1): 3094, 2954,
1731, 1674, 1091; '"H RMN (500 MHz, CDCl;) 5 7,82 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,47 (2H, d,
J=10 Hz), 6,7 (1H, s), 6,1 (1H, s), 3,79 (3H, s); *C RMN (500 MHz, CDCl): 5 191,88,
164,5, 140,6, 140,3, 134,5, 131,9, 130,8, 129, 52; EM (70 eV, m/z, %): 224 (M*, 7), 226
(2), 209 (2), 193 (2), 164 (2), 139 (100), 141 (33), 111 (34), 105 (1), 75 (20), 50 (7).
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31c - 2-[(4-bromofenil)carbonil]-prop-2-enoato de metila °*?

0 o]

Br

F.M. C11HyO3Br. M.M. 268,9 g.mol'1; 6leo amarelo claro; IV(umax/em™): 3091, 2953,
1731, 1674, 1069, 774; 'H RMN (250 MHz, CDCls): 5 7,73 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,6 (2H, d,
J=8,75 Hz), 6,72 (1H, s), 6,07 (1H, s), 3,77 (3H, s); '*C RMN (150 MHz, CDCl;): 5 192,
164,5, 140,6, 134,9, 132, 130, 129, 52.; EM (70 eV, m/z, %): 270 (M+2), 268 (M*, 12),
237 (2), 208 (2), 183 (100), 185 (96), 155 (34), 104 (5), 76 (30), 50 (18).

5.2.8 Preparo dos padroes

5.2.8.1 Procedimento geral para hidrogenacao catalitica com Pd/C

Em uma solucdo de 0,5 mmol substrato em 2 mL de acetato de etila, foram
adicionado 10% (m/m) de paladio em carvao ativado (10% de Pd). Em seguida, o balao
contendo a mistura resultante foi purgado com N através de um septo, para remover
toda a umidade do meio reacional, para entdo, introduzir 1 atm de hidrogénio com uma

seringa tendo um balao acoplado.

(1)-3-hidroxi-3-fenil-2-metil-propanoato de metila

OH o]

F.M. C11H1403; M.M. 194 g.mol'1; 6leo incolor; IV(umax/cm™): 3467, 3063, 2989, 1719,
1603, 1453, 1034, 859; '"H RMN (250 MHz, CDCls): 5 7,3 (5H, m), 5,1 (1H, d, J=3,5 Hz).
4,75 (1H, d, J= 8,75 Hz), 3,73 (8H, s), 2,96 (1H, m), 2,82 (1H, m), 1,13 (3H, d, J=7,25
Hz), 1,1 (3H, d, J=7,25 Hz); '*C RMN (150 MHz, CDCls): 176, 141,5, 141,3, 1285,
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128,24, 128,09, 127,49, 126,66, 125, 93, 73,6, 51,9, 51,8, 47,1, 46,4, 14,4, 10,7; E.M.
(70 eV, m/z, %): 194 (4), 163 (2), 177 (5), 107 (77), 105 (79), 88 (100), 79 (57), 57 (29).

detector 35 47:136: 74

@J\H\] ~ 8 O)\/H\ =3 O’A’)‘\
9 (=]
0 w0
(25, 35}7\ @R, 38}7\ (25.3R)-34a

348 35 364 min

pA
1

6‘328

Figura 28. Cromatograma do padrao (+)-34a obtido por CG-DIC com coluna quiral.

(1)-3-hidroxi-3-(4-clorofenil)-2-metil-propanoato de metila

OH o}

/wo/
Cl

F.M. C11H1303CI; M.M. 228,5 g.mol'1; 6leo incolor; IV(umax/cm™): 3446, 3029, 2982,
1908, 1731, 1598, 1462, 1089, 827; '"H RMN (250 MHz, CDCls): 7,54 (4H, m), 5,1 (1H,
s), 4,75 (1H, d, J= 5,25 Hz), 3,75 (3H, s), 3,15 (1H, m), 2,78 (1H, m), 1,1 (3H, d, J=4,5
Hz), 1,04 (3H, d, J=4,5 Hz); *C RMN (125 MHz, CDCls): 140, 139,8, 133,8, 133,2,
128,7,128,4, 128, 127,4, 77,3, 77, 76,8, 75,6, 72,9, 52, 47, 46, 14,4; EM (70 eV, m/z,
%): 228 (M*, 1), 155 (1), 141 (49), 139 (22), 111 (12), 88 (74), 77 (36), 57 (20), 57 (20),
44 (100).

detector 91,52:85:13

pPA

:

~ 3 OH o
(2R 35)-34b = (v} T
M- (2R3R)34b o
o H
e
: O/\I/LO at (25,35)-34b
ol (2S.3Ry34b
80 00 91 02 03 94

Figura 29. Cromatograma do padrao (+)-34b obtido por CG-DIC com coluna quiral.
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(%)-3-hidroxi-3-(4-bromofenil)-2-metil-propanoato de metila

OH o]

/W\o/
Br

F.M. C11H1303Br. M.M. 272,9 g.mol"; éleo incolor; IV(0max/cm™): 3476, 2985, 1908,
1731, 1592, 1488, 1071, 811; 'H RMN (250 MHz, CDCls): 7,32 (2H, d, J=8,4 Hz), 7,25
(2H, d, J=8,4 Hz), 5,1 (1H, s), 3,73 (3H, s), 3,1 (1H, m), 2,78 (1H, m), 1,13 (3H, d, J=7,2
Hz); '*C RMN (125 MHz, CDCls): 140,3, 131,4, 127,7, 121,4, 77,3, 77, 76,8, 52, 46,
10,5; E.M. (70 eV, m/z, %): 272 (M*, 4,8), 241 (1), 185 (48), 157 (16), 115 (8), 105 (5),
88 (100), 77 (37). Tempos de retencao obtidos conforme mostrado na figura 28.

detector 98,93;66: 9
oH o o OH o
=] L
Be (25,3R)-34c N‘?.SS ar # 2s35734c

og 085 ag 905 100 1005 101 10156 102 min

pA

20

Figura 30. Cromatograma do padrao (+)-34c obtido por CG-DIC com coluna quiral.

5.3 Cultivo dos microrganismos em meio YMA (Yeast extract-malt

extract/agar)

O cultivo das linhagens Pichia stiptis CCT 2617, Rhodotorula glutinis CCT 2182 e
Pichia kluyveri CCT 3365 foi feito utilizando um caldo nutriente YM (Yeast extract-malt
extract) da Merk, proprio para o crescimento de leveduras. O preparo foi realizando
empregando 3 g de extrato de levedura, 3 g de extrato de malte, 5 g de peptona da
marca Merck, 10 g de glicose e 20 g de agar. O volume final foi completado para 1 L de
agua destilada seguido da esterilizagdo por meio de autoclavagem a 121°C por 15
minutos e, passado esse tempo, 0 meio foi transferido assepticamente para placas de

Petri em uma capela de fluxo laminar. Apds o solidificagdo do meio ser atingido na
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temperatura ambiente, o microrganismo foi inoculado com o auxilio de uma al¢a de

platina.

5.4 Cultivo dos microrganismos em meio YM (Yeast extract-malt
extract)

O cultivo das leveduras Pichia stiptis CCT 2617, Rhodotorula glutinis CCT 2182 e
Pichia kluyveri CCT 3365 foi realizado empregando caldo YM (Yeast extract-Malt
extract). O preparo foi realizado empregando 3 g de extrato de levedura, 3 g de extrato
de malte, 5 g de peptona da marca Merck, 10 g de glicose e o volume final foi
completado com 1 L de &agua destilada. A esterilizacdo foi feita por meio de

autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

5.5 Procedimento para Biorreducao

5.5.1 Biorreducao com células liofilizadas de Saccharomyces

cerevisiae

Em um frasco Erlenmeyer de 125 mL foi adiconado 2g de células liofilizada de
Saccharomyces cerevisiae Tipo |l (Sigma-Aldrich®) e 50 mL de &gua destilada
previamente aquecida a 45°C. O meio recém preparado foi entdo pré-incubado a 180
rpm e 30°C por 30-45 minutos, e, decorrido esse tempo, 50 mg do substrato dissolvido
em 1 mL de etanol foi adicionado ao meio reacional pré-encubado. Para as reacées em
escala maior (200 mg), foram empregados frasco Erlenmeyers de 500 mL e 200 mL de
agua destilada. Ao observar o completo consumo do substrato a reacéo foi extraida
com volume igual de acetato de etila (3 vezes), a fase orgéanica foi seca com Na,SO4 e
o0 solvente evaporado sob pressdo reduzida seguido de purificacdo por coluna
cromatogréfica (Hexano/AcOEt).

O acompanhamento foi feito por meio da retirada de aliquotas periddicas,
seguidas de extracdo e andlise em CG/EM para determinacao da conversao e em
GC/FID com coluna quiral para determinacdo dos excessos enantioméricos e razdes
syn/anti.
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5.5.2 Biorreducao com células crescidas de Pichia stiptis,

Rhodotorula glutinis e Pichia kluyveri

Os microrganismos, previamente estocados em placas de Petri com meio YMA
(Yeast Malt Agar), foram repicados assepticamente para um frasco Erlenmeyer com
200 mL de meio YM estéril, onde foram crescidos por 24-48 horas. Passado esse
tempo a biotransformacao foi feita empregando 100 mL do caldo final obtido, com
adicao de 50 mg do substrato dissolvido em 0,5 mL de etanol a 180 rpm e 28°C em um
agitador orbital. Ao final da reacdo o meio reacional foi extraido (3 vezes) com volume
igual de acetato de etila, a fase organica é seca com Na>SO,4 anidro e o solvente foi

evaporado a pressao reduzida.

5.5.3 Biorreducao empregando XAD7HP como suporte para o

substrato

A resina foi adicionada em uma solugcédo de 50 mg do substrato em 2 mL de éter
seguida da evaporacdo do solvente. O substrato adsorvido na resina foi entdo
transferido para o meio reacional preparado como mostrado no item 5.5.1. A reacéo foi
acompanhada empregando um frasco Erlenmeyer de 50 mL de reacdo por aliquota,
realizando a extragcdo do meio com solvente organico seguido de andlise em CG-EM.
Ao fim da reacéo a resina foi filtrada e dela foi feita a extragdo com 20 mL de acetato de
etila (3 vezes), seguida de secagem da fase organica com Na,SO4 e evaporagdo do
solvente sob pressao reduzida.

5.5.4 Biorreducao empregando papel de filtro como suporte para o
substrato

Foram gotejados 50 mg do substrato dissolvidos em 2 ml de éter etilico em um
papel de filtro qualitativo de 10 cm de didmetro e, uma vez seco, o papel foi recortado
em pedacos e adicionado ao meio reacional preparado de acordo como mostrado no
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item 5.5.1. Para a reacdo em escala maior (200 mg), foram empregados dois papéis de
filtro qualitativo de 18,5 cm, também devidamente recortados. A reagédo foi
acompanhada por meio de aliquotas periddicas, seguidas de extracdo com solvente
organico e andlise em CG-EM. Ao fim da reacao foi adicionado a resina XAD7HP ao
meio reacional em uma propor¢ao mg/m, de 1:50 e, apds agitacao orbital a 180 rpm por
2 horas, a resina foi filtrada e extraida com acetato de etila (3x100 mL) seguido de
secagem da fase organica com Na,SO, e evaporacdo do solvente sob pressao
reduzida. A purificagdo dos a-metil-B-hidroxiéster foi realizada por cromatografia em

coluna com acetato de etila’hexano (95:5).

34a (-)-(2S,3S)-3-hidroxi-3-fenil-2-metil-propanoato de metila
OH 0

o

F.M. C11H1403. M.M. 194 g.mol™; éleo amarelo claro; e.e. e razdo syn/anti determinados
por CG-DIC com coluna quiral Hidrodex-B, Método A3: 80°C(5°C/min)-180°C/10 min;
apresentando 99% de e.e. para o 34a-(2S5,3S) e uma razdo syn/anti 5:1, tempos de
retencgdo: 35,445 (syn, 2S,3S), 35,841 (anti, (2R,3S); IV(0max/cm™): 3467, 3063, 2989,
1719, 1603, 1453, 1034, 859; RMN 'H (500 MHz, CDCls): 5 7,3 (5H, m), 5,12 (1H, d, J=
3 Hz), 3,7 (3H, s), 3,01 (1H, s), 2,83 (1H, m), 1,15 (3H, d, J=7,5 Hz); RMN *C (125
MHz, CDCl3): 176,23, 141,44, 128,29, 127,54, 126, 74, 52, 46, 11; E.M. (70 eV, m/z,
%): 194 (4), 163 (2), 177 (5), 107 (77), 105 (79), 88 (100), 79 (57), 57 (29); [a]p*’= -19°
(c 1,2, CHCIy), lit. [a]p*°= -18,7° (¢ 1,2 CHCIs).

detector 26,64, 29043 10

@MO e /\ @/lfvu\o T
T
(]
0 (2R,35)-34a

pA
2
o

445

2

o

50

(25,35)-34a

3475 35 3525 355 3575 36 36.25 365 r

Figura 31. Cromatograma do produto de biorreducédo (2S5,3R)-34a obtido por CG-DIC em
coluna quiral.
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34b (-)-(2S,3S)-3-hidroxi-3-(4-clorofenil)-2-metil propanoato de metila
OH 0

Cl

F.M. Ci1Hy303Cl. M.M. 228,5 g.mol”; éleo amarelo claro; e.e. e razdo syn/anti
determinados por CG-DIC com coluna quiral Lipodex-E, método B5: 80°C (10°C/min)-
100°C, 180°C (1°C/min); apresentando 99% de e.e.para o 34b-(2S,3S) e uma razao
syn/anti 6/1; tempos de retengao: 91,27 (anti, 2R,3S), 93,368 (syn, 25,3S); IV(0max/cm’
'): 3446, 3029, 2982, 1908, 1731, 1598, 1462, 1089, 827; RMN'H (600 MHz, CDCl,): &
7,34 (2H, d, J=4.2 Hz), 67,30 (2H, d, J=8,4 Hz), 85,11, (1H, d, J=3,6 Hz), 83,72 (3H, s),
03,04 (1H, d, J=3 Hz), 62,77 (1H, qd, J;=4,2 Hz, J=7,2 Hz), 81,13 (3H, d, J=7,2 Hz);
RMN'C (150 MHz, CDCl,): 176, 139,8, 133,2, 128,5, 127,4, 72,9, 52, 46,2, 10,6; EM
(70 eV, m/e, %): 228 (M*, 1), 155 (1), 141 (49), 139 (22), 111 (12), 88 (74), 77 (36), 57
(20), 57 (20), 44 (100); [a]o?°= -12° (c 1,2, CHClI3), lit. [a]p?’= -15,32 (¢ 15,3, CHCIs).

detector 91.97.34:9

OH o]

y
(o}
: O/ /@)\I)‘\
a (2S:35)-34b
a (2R,35)-34b

90 91 02 a3 a4 a5 a6 min

50 pA

25

Figura 32. Cromatograma do produto de biorredugédo (2S5,3R)-34b obtido por CG-DIC em

coluna quiral.
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34c (-)-(25,3S)-3-hidroxi-3-(4-bromofenil)-2-metil propanoato de metila

OH o}

Br

F.M. C11H303Br. M.M. 272,9 g.mol'; 6leo amarelo claro; e.e. determinados por CG-DIC
com coluna quiral Lipodex-E, método B5: 80°C (10°C/min)-100°C, 180°C (1°C/min);
apresentando 99% de e.e. para o 34c¢-(2S5,3S) e razdo syn/anti de 8/1; tempos de
retencdo: 100,42 (anti, 2R,3S), 101,53 (syn, 25,3S); IV(Umax/cm™): 3476, 2985, 1908,
1731, 1592, 1488, 1071, 811; RMN'H (600 MHz, CDCls): 57,49 (2H, d, J=8,4 Hz), 57,24
(2H, d, J=8,4 Hz), 85,09 (2H, d, J=3,6 Hz), 83,72 (3H, s), 3,04 (1H, d, J=3,6 Hz), 82,77
(1H, qd, J1=4,2 Hz, J»=7,2 Hz), 81,13 (3H, d, J=7,2 Hz); RMN'*C (150 MHz, CDCl,):
176,2, 139,8, 133, 128,5, 1274, 72,9, 52, 46,2, 10,6; EMAR calcul. 272,0048,
encontrado 272,0092; E.M. (70 eV, m/e, %): 272 (M*, 4,8), 241 (1), 185 (48), 157 (16),
115 (8), 105 (5), 88 (100), 77 (37).; [a]p®* = -112 (¢ 1,0, CHCl).

detector 100,06; 25: 9

Q)Yk”

(25,35)-34¢

pA
42
o
I
(=]

OH o

/@)\Z/L I
Br (2R.3S)-34¢c

a8 99 100 101 102 103 min

20

Figura 33. Cromatograma do produto de biorredugédo (2S,3R)-34c obtido por CG-DIC em

coluna quiral.

78



Dissertacdo de Mestrado Michel Ricardo de Barros Chaves

5.5.5 Determinacao da configuracao absoluta de 34c por
derivatizacao com MTPCI (Cloreto de Mosher)

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 12,5 mg de 34c¢ (0,046 mmol) foram
adicionados em 2 mL de CH.Cl, seco, em seguida, foram adicionados 1 cristal de
dimetil-aminopiridina (DMAP), 14,5 pL do ou (S)-MTPCI e por ultimo, 65,7 yL de EtsN
seca. O procedimento foi repetido empregando o (R)-MTPCI em outro baldo de 25 mL.
A reacéo foi acompanhada por CCD (Hex/AcOEt 8:2) até o consumo total do material
de partida. Ao fim da reacao, o excesso de solvente foi evaporado sob pressao reduzida
e a mistura resultante foi filtrada em uma coluna de silica (Hex/AcOEt 8:2) obtendo o
éster correspondente com rendimento de 99%."”

(25,3S, 2°R)-3-(2-metoxi-2 -trifluor-2 -fenilacetil)-3-(4-bromofenil)-2-metil propanoato de

metila

F.M. C21H200sBr; M.M. 431,9 g.mol™”; éleo incolor; RMN'H (600 MHz, CDCls): 57,48-
7,28 (9H, m), 86,19 (1H, d, J=6,6 Hz), 53,6 (3H, s), 3,54 (3H, s), 5 2,94 (1H, m), 51,25
(3H, d, J=7,2 Hz).

(2S, 3S, 2°S)-3-(2 -metoxi-2 -trifluor-2 -fenilacetil)-3-(4-bromofenil)-2-metil propanoato
de metila

F.M. C21H200sBr; M.M. 431,9 g.mol"; 6leo incolor; RMN'H (600 MHz, CDCls): 57,41-7,2
(9H, m), 56,19(1H, d, J=6,6 Hz), 53,57 (3H, s), 83,45 (3H, s), 5 2,97 (1H, m), 51,15 (3H,
d, J=7,2 Hz).

" Ferreira, M. A. B. Tese de Doutorado, UNICAMP, 2012.
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6. ANEXOS

'/Abundance Scan 1042 (9.042 min): GMBH17 .D\data.ms
280000: 105.1
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1
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Anexo 01. Espectro de massa obtido por ionizagdo de elétrons (70 eV) do acrilato de metil-2-
[hidroxi(fenil)metil] 30a.
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Anexo 02. Espectro de infravermelho (NaCl) do acrilato de metil-2-[hidroxi(fenil)metil] 30a.
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Anexo 03. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl;) do acrilato de metil-2-[hidroxi(fenil)metil]

30a.

—
Michel "GIBh17" ¢dcl3/250MHz nov22jarC

JJ | [

10 0  ppm

[reererreprrT . Y i r T T T
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Anexo 04. Espectro de RMN de C'® (62,5 MHz, CDCl;) do acrilato de metil-2-[hidroxi(fenil)metil]

30a.
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Abundance
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Scan 11583 (9.677 min): PBH28 F.D\data.ms
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Anexo 05. Espectro de EM (70eV) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-clorofenil)metil] 30b.
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Anexo 06. Espectro de infravermelho (NaCl) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-clorofenil)metil]

30b.
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w

Michel "PBH28" cdcl3/bbsw set30jarH
(=] -~ ~ @O uw oy o
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Anexo 07. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCls) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-

clorofenil)metil] 30b.

Michel - PBH28 - cdcl3 250 MHz out03jarCl
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Anexo 08. Espectro de RMN de C'™ (62,5 MHz, CDCls) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-

clorofenil)metil] 30b.
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Anexo 09. Espectro de EM (70eV) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-bromofenil)metil] 30c.
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Anexo 10. Espectro de infravermelho (KBr) do do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-bromofenil)metil]
30c.
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Michel - RBH46 - CDC13 - Bruker 250MHz - nov28jarHl
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Anexo 11. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl;) do do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-

bromofenil)metil] 30c.
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Anexo 12. Espectro de RMN de C' (250 MHz, CDCl;) do do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-

bromofenil)metil] 30c.
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’Abundance Scan 145 (11.502 min): JBH.D\data.ms -
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Anexo 13. Espectro de EM (70eV) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil] 30d.
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Anexo 14. Espectro de infravermelho (KBr) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil] 30d.
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Anexo 15. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl;) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-
nitrofenil)metil] 30d.
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Anexo 16. Espectro de RMN de C'™ (250 MHz, CDCls) do acrilato de metil-2-[hidroxi(4-

nitrofenil)metil] 30d.
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Anexo 17. Espectro de EM (70eV) do acrilato de metil-2-[hidroxi(2-clorofenil)metil] 30e.
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Anexo 18. Espectro de infravermelho (NaCl) do acrilato de metil-2-[hidroxi(2-clorofenil)metil]

30e.
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Anexo 19. Espectro de RMN de H' (600 MHz, CDCls) do acrilato de metil-2-[hidroxi(2-

clorofenil)metil] 30e.
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Anexo 20. Espectro de RMN de C'™ (150 MHz, CDCl;) do acrilato de metil-2-[hidroxi(2-

clorofenil)metil] 30e.
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Anexo 21. Espectro de EM (70eV) do 3-hidroxi-2-metileno-5-metil-hexanoato de metila 30f.
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Anexo 22. Espectro de infravermelho (NaCl) do 3-hidroxi-2-metileno-5-metil-hexanoato de

metila 30f.
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Anexo 23. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl3) do 3-hidroxi-2-metileno-5-metil-hexanoato

de metila 30f.
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Anexo 24. Espectro de RMN de C™ (62,5 MHz, CDCls) do 3-hidroxi-2-metileno-5-metil-

hexanoato de metila 30f.
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Abundance Scan 820 (5.767 min): GBN.D\data.ms
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Anexo 25. Espectro de EM (70eV) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(fenil)metil] 30h.
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Anexo 26. Espectro de infravermelho (NaCl) do acrilonitril-2-[hidroxi(fenil)metil] 30h.
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Anexo 27. Espectro de RMN de H'

(250 MHz, CDCl;) do acrilonitril-2-[hidroxi(fenil)metil] 30h.
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Anexo 28. Espectro de RMN de C' (62,5 MHz, CDCl;) do acrilonitril-2-[hidroxi(fenil)metil] 30h.
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Anexo 29. Espectro de EM (70eV) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-clorofenil)metil] 30i.
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Anexo 30. Espectro de infravermelho (NaCl) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-clorofenil)metil] 30i.
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Anexo 31. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl;) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-clorofenil)metil]

30i.
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Anexo 32. Espectro de RMN de C"™ (62,5 MHz, CDCls) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-

clorofenil)metil] 30i.
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Anexo 33. Espectro de EM (70eV) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil] 30j.
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Anexo 34. Espectro de infravermelho (KBr) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil] 30j.

99



Dissertacdo de Mestrado Michel Ricardo de Barros Chaves

" - cdel3 / Bruker 250 MHz - marl9jarHl

Michel - "JBN
oo - M o o
o M o @ OO o 2l uy
e won  HHe g - @
¥ it S . OH
© o ~r~ v Ir & N
v V‘ \xV | W
0N

'JL L A #J#J\;JLA.&\ JJIL

T T il T
2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

L O i T T T T T T T T T

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25

Anexo 35. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCls) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-nitrofenil)meti]

30;.
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Anexo 36. Espectro de RMN de C' (250 MHz, CDCls) do acrilonitrilil-2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil]
30j.
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Anexo 37. Espectro de EM (70eV) do 2-(benzoil)-prop-2-enoato de metila 31a.
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Anexo 38. Espectro de infravermelho (NaCl) 2-(benzoil)-prop-2-enoato de metila 31a.
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Anexo 39. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl3) do 2-(benzoil)-prop-2-enoato de metila
31a.
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Anexo 40. Espectro de RMN de C™ (62,5 MHz, CDCls) do 2-(benzoil)-prop-2-enoato de metila
31a.
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Anexo 41. Espectro de EM (70 eV) do 2-[(4-clorofenil)carbonil]-prop-2-enoato de metila 31b.
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Anexo 42. Espectro de infravermelho (NaCl) do 2-[(4-clorofenil)carbonil]-prop-2-enoato de
metila 31b.
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Anexo 43. Espectro de RMN de H' (500 MHz, CDCl3) do 2-[(4-clorofenil)carbonil]-prop-2-enoato

de metila 31b.

Michel - PBO - CDC13 - Avance 600 MHz - mar26jarCl

|
l ‘ o
T T

v O

T e 1 1

T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80

T 5 e = T T T
70 60 50 40 30 20 10 O ppm

Anexo 44. Espectro de RMN de C™ (150 MHz, CDCls) do 2-[(4-clorofenil)carbonil]-prop-2-

enoato de metila 31b.
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Anexo 45. Espectro de EM (70eV) do 2-[(4-bromofenil)carbonil]-prop-2-enoato de metila 31c.
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Anexo 46. Espectro de infravermelho (NaCl) do 2-[(4-bromofenil)carbonil]-prop-2-enoato de
metila 31c.
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Anexo 47. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl;) do 2-[(4-bromofenil)carbonil] -prop-2-

enoato de metila 31c.
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Anexo 48. Espectro de RMN de H' (150 MHz, CDCls;) do 2-[(4-bromofenil)carbonil] -prop-2-

enoato de metila 31c.
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Anexo 49. Espectro de EM (70eV) do (-)-(2S,3S5)-3-fenil-3-hidroxi-2-metil-propanoato de metila

34a.
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Anexo 50. Espectro de infravermelho (NaCl) do (-)-(2S5,3S)-3-hidroxi-3-fenil-2-metil-propanoato

de metila 34a.
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Anexo 51. Espectro de RMN de H' (500 MHz, CDCly) do (-)-(2S,3S)-3-fenil-3-hidroxi-2-metil-

propanoato de metila 34a.
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Anexo 52. Espectro de RMN de C' (100 MHz, CDCls) do (-)-(2S,3S)-3-fenil-3-hidroxi-2-metil-

propanoato de metila 34a.
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Anexo 53. Espectro de EM (70eV) do (-)-(25,3S)-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-2-metil-propanoato

de metila 34b.
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Anexo 54. Espectro de infravermelho (NaCl) do (-)-(2S,3S)-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-2-metil-

propanoato de metila 34b.
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Anexo 55. Espectro de RMN de H' (600 MHz, CDCls) do (-)-(2S,3S)-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-2-

metil-propanoato de metila 34b.
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Anexo 56. Espectro de RMN de C'™ (125 MHz, CDCls) do (-)-(2S,3S)-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-

2-metil-propanoato de metila 34b.
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Anexo 57. Espectro de EM (70eV) do (-)-(25,35)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi-2-metil-propanoato
de metila 34c.
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Anexo 58. Espectro de infravermelho (NaCl) do (-)-(2S,3S)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi-2-metil-
propanoato de metila 34c.
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Anexo 59. Espectro de RMN de H' (600 MHz, CDCls) do (-)-(2S,3S)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi-
2-metil-propanoato de metila 34c.
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Anexo 60. Espectro de RMN de C' (150 MHz, CDCls) (-)-(2S,35)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi-2-
metil-propanoato de metila 34c.
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Anexo 61. Espectro de RMN de H' (600 MHz, CDCl3) do (25, 3S, 2°S)-3-(2"-metoxi-2"-trifluor-

2’-fenilacetil)-3-(4-bromofenil)-2-metil-propanoato de metila .
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Anexo 62. Espectro de RMN de H' (600 MHz, CDCls) do (2S, 3S, 2°R)-3-(2"-metoxi-2-trifluor-

2 -fenilacetil)-3-(4-bromofenil)-2-metil-propanoato de metila.
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Anexo 63. Espectro de EM (70eV) do ()-3-fenil-3-hidroxi -2-metil-propanoato de metila.
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Anexo 64. Espectro de infravermelho (NaCl) do (£)-3-fenil-3-hidroxi -2-metil-propanoato de

metila.
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Anexo 65. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl;) do (#)-3-fenil-3-hidroxi -2-metil-
propanoato de metila.
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Anexo 66. Espectro de RMN de C' (62,5 MHz, CDCl;) do (#)-3-fenil-3-hidroxi-2-metil-
propanoato de metila.
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Anexo 67. Espectro de EM (70eV) do do ()-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-2-metil-propanoato de

metila.
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Anexo 68. Espectro de infravermelho (NaCl) do do ()-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-2-metil-

propanoato de metila.
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Anexo 69. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl;) do do (#)-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-2-

metil-propanoato de metila.
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Anexo 70. Espectro de RMN de C'™ (125 MHz, CDCl3) do do (#)-3-(4-clorofenil)-3-hidroxi-2-
metil-propanoato de metila.
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Abundance Scan 1359 (7.529 min): BRBP_43H_17_11.D\data.ms
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Anexo 71. Espectro de EM (70eV) do do (%)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi-2-metil-propanoato de

metila.
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Anexo 72. Espectro de infravermelho (NaCl) do do (%)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi-2-metil-
propanoato de metila.
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Anexo 73. Espectro de RMN de H' (400 MHz, CDCl;) do do (#)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi-2-
metil-propanoato de metila.
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Anexo 74. Espectro de RMN de C' (125 MHz, CDCls) do (+)-3-(4-bromofenil)-3-hidroxi -2-metil-
propanoato de metila.
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