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RESUMO

Neste trabalho foram testados diferentes microrganismos na redugao
enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila para a preparacao do (S)- e (R)-2-
hidroxi-4-fenil-butanoato de etila, intermediarios estratégicos para a preparacao dos
inibidores da enzima conversora da angiotensina (ACE). A utilizacdo de leveduras de
panificacdo (Saccharomices cerevisiae) apresentou um excelente resultado para a
obtencdo do (S)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila com conversdes de até 99%,
rendimentos superiores a 65% e excessos enantioméricos (ee) de at¢ 100%. Resultados
semelhantes foram encontrados utilizando Dekera sp., conversdes superiores a 89%,
rendimentos médios de 71% e ee de até¢ 100%. Os resultados obtidos em conversao (C),
rendimento (R), ee e configuracao absoluta para os demais microrganismos utilizados
foram: Aureobasidium pullulans (C: >92%, R: >72%, >60,1% ee, S), Candida
guilliermondii (C: 100%, R: 26,7%, 100% ee, S), Kluyveromyces marxianus (C: >82%,
R: >51%, 35% ee, R), Pichia pastoris (C: >95%, R: >82%, 35% ee, R) e Pichia
anomala (C: >94%, R: >66%, 21% ee, R). A utilizacdo de Pichia angusta na redugdo
microbiologica do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila utilizando células integras em meio
aquoso levou a inversdo quantitativa do substrato, rendimentos isolados de 79% e

excesso enantiomérico de 80% do enantiomero R.
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Abstract

In this work different microorganisms have been tested in the enantioselective
reduction of ethyl 2-oxo-4-phenylbutyrate for the preparation of ethyl (S) - and (R)-2-
hydroxy-4-phenylbutyrate, strategic intermediaries for the preparation of Angiotensin-
Converting Enzyme (ACE) inhibitors. The use of baker yeast (Saccharomices
cerevisiae) showed to be useful in production of ethyl (S5)-2-hydroxy-4-phenylbutyrate,
with conversions up to 99%, yields over 65% and ee around 100%. Similar results have
been found using Dekera sp, conversions over 89%, average yields of 71% and ee
around 100%. The results obtained in conversion (C), yields (R), ee and absolute
configuration for the other microorganisms used were: Aureobasidium pullulans (C:
>92%, R: >72%, >60,1% ee, S), Candida guilliermondii (C: 100%, R: 26,7%, 100% ee,
S), Kluyveromyces marxianus (C: >82%, R: >51%, 35% ee, R), Pichia pastoris (C:
>95%, R: >82%, 35% ee, R) e Pichia anomala (C: >94%, R: >66%, 21% ee, R). By
using Pichia angusta in  the microbiologic reduction of the ethyl 2-oxo-4-
phenylbutyrate using whole cells in water it was obtained 100% conversion, 79%

isolated yield and 80% ee of the R enantiomer.
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1. INTRODUCAO

A necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias para a obtencdo de
intermediarios quirais com alto grau de pureza ao menor custo possivel tem levado as
industrias quimicas, e em particular as industrias farmacéuticas, a re-pensar todas as
tecnologias desenvolvidas até o presente momento e re-avaliar sua eficiéncia para o
momento atual. Existe uma grande pressdo da sociedade e do governo em relagdo a
polui¢do ambiental. Sendo assim, o custo de tecnologias obsoletas passa a ter um valor
consideravel devido aos altos investimentos, que sdo necessarios, para o tratamento dos
efluentes antes de retornar ao meio ambiente. Além disso, existe o fantasma da lei do
Crime Ambiental em decorréncia de acidentes graves que afetam o meio ambiente cuja
multa ¢é calculada pelo impacto ambiental causado e, muitas vezes por serem geralmente

valores muito altos, podem levar uma industria a faléncia.

Em 1992 ocorreu no Rio de Janeiro a Conferéncia das Nac¢des Unidas sobre
Meio Ambiente e Desenvolvimento (CNUMAD) (ECO 92) que originou a Agenda 21
Global que é o compromisso de 179 paises em adotar uma abordagem equilibrada e
integrada das questdes relativas a meio ambiente e desenvolvimento, surgindo o
conceito de desenvolvimento sustentavel que harmoniza o imperativo do crescimento
econdmico com a promogao social e a preservagdo do patrimonio natural, garantindo
assim que as necessidades das geragdes sejam atendidas sem comprometer o
atendimento das necessidades das geracdes futuras. A Agenda 21 Global ¢ dividida em
40 capitulos, divididos em areas de programas descritas em termos de bases para a acao,
objetivos, atividades e meios de implementagdo. Cada capitulo refere-se a um tdpico e

contém uma ou mais “areas de programas”.

O capitulo 19 da Agenda 21 trata do manejo ecologicamente saudavel das

substancias quimicas toxicas, incluindo a prevencdo do trafico internacional ilegal dos
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produtos toxicos e perigosos. A utilizagao substancial de produtos quimicos ¢ essencial
para alcancgar os objetivos sociais € econdmicos da comunidade mundial e as melhores
praticas modernas demonstram que eles podem ser amplamente utilizados com boa
relagdo custo-eficiéncia e com alto grau de seguranca. Entretanto, ainda resta muito a
fazer para assegurar o manejo ecologicamente sauddvel das substiancias quimicas
toxicas dentro dos principios de desenvolvimento sustentdvel e da melhoria da

qualidade de vida da humanidade. As areas propostas para o programa sao:
¢ Expansio e aceleragdo da avaliagdo internacional dos riscos quimicos;
¢ Harmonizagao da classificag@o e da rotulagem dos produtos quimicos;

% Intercambio de informacdes sobre os produtos quimicos tdxicos e 0s riscos

quimicos;
¢ Implantagdo de programas de reducdo dos riscos;

¢ Fortalecimento das capacidades e potenciais nacionais para o manejo dos

produtos quimicos;
¢ Prevencao do trafico internacional ilegal dos produtos toxicos e perigosos.

No capitulo 20 da Agenda 21 ¢ tratado o manejo ambientalmente saudavel dos
residuos perigosos, incluindo a prevencao do trafico internacional ilicito destes residuos.
O controle efetivo da geragdo, do armazenamento, do tratamento, da reciclagem e
reutilizacdo, do transporte, da recuperacao e do deposito dos residuos perigosos € de
extrema importancia para a saide do homem e do meio ambiente. Sdo areas do
programa:

% Promogdo da prevengao e redugdo ao minimo dos residuos perigosos.



* Promogao e fortalecimento da capacidade institucional do manejo de residuos
perigosos.

X/

* Promog¢ao e fortalecimento da cooperagdo internacional para o manejo dos

movimentos transfronteirigos de residuos perigosos.

X/

* Prevencao do trafico internacional ilicito de residuos perigosos.

Seguindo as diretrizes da Agenda 21, surgiram normas tais como: ISO 14000,
Boas Praticas de Laboratério (BPL), Boas Praticas de Produgdo (GMP) e Produgdo
Limpa que comegaram a permear todas industrias como uma rede global, cuja
participagdo passou a ser um requisito importante para colocar o produto no mercado.
Numa visdo micro, surgiu o conceito de Quimica Verde ou Quimica Limpa (Anasta &
Warnier, 1998 e Silva et al., 2005) que tem a finalidade de direcionar todas as pesquisas

na area da quimica rumo ao desenvolvimento sustentavel.

1.1 Inibidores da Enzima Conversora da Angiotensina (ACE)

O sistema renina-angiotensina (RAS) tem importancia crucial na manutencao do
sistema circulatdrio, exercendo controle sobre o volume e a pressdo sangiiinea e sobre o

nivel de s6dio e potéassio nos tecidos.

O RAS opera pela acdo da renina, produzida nos rins, sobre o angiotensinogénio
plasmatico, levando a bioformagdo de um decapeptideo inativo (angiotensina 1),
substrato da enzima-conversora da angiotensina (ACE), que produz a angiotensina 2,
um octapeptideo capaz de provocar intensa vasoconstricdo ¢ aumentar a produciao de
aldosterona, resultando no aumento da pressdo sangiiinea (Barreiro & Fraga, 2001)

(Figura 1).
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Figura 1: Sistema renina-angiotensina (RAS) de controle da pressao

sangiiinea (Barreiro & Fraga, 2001).

O desenvolvimento de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ACE)

como drogas anti-hipertensivas foi estimulado pela observagdo do efeito hipotensor do

veneno da cobra Botropos jararaca causado por peptideos.

O Captopril 1 (Figura 2) foi o primeiro inibidor de natureza peptdide sintetizado

a partir dos estudos do veneno da cobra jararaca. Este composto e seus sucessores

inibem a ACE agindo como falsos substratos no sitio de clivagem da enzima.
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O COMH
1

Figura 2: Estrutura do captopril.




A busca de uma melhor relagdo estrutura/atividade ¢ diminui¢do dos efeitos
colaterais levaram a uma familia de inibidores da ACE, cuja estrutura ¢ um dipeptideo.
Como exemplo desta classe de compostos temos o enalapril, linisopril, quinapril,

ramipril, perindropril, benazepril e cilazapril (Figura3).
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Figura 3: Inibidores da enzima conversora da angiotensina (ACE).

O enalapril ¢ uma das drogas mais vendidas mundialmente para o combate a
hipertensao, tendo um mercado anual global de aproximadamente USS$ 2,5 bilhdes. A
patente do maleato de enalapril, pertencente a Merck & Co., inspirou em 23 de agosto
de 2000 abrindo a possibilidade de langamentos de medicamentos genéricos no

mercado.



1.2 Processos de Produc¢ido do Enalapril

A aminagao redutiva foi o processo utilizado inicialmente para a produgdo do
enalapril. O processo consiste da redug¢dao da imina 4, formada pela reagao do 2-0x0-4-
fenil-butanoato de etila 2 com o dipeptideo alanil-prolina 3, utilizando como catalisador
NaCNBH; ou 10% Pd/C e separagdo dos diastereoisomeros 5 por cristalizacdo apos
reacdo com o acido maleico para fornecer o enalapril (SSS)-5 (Patchett et al., 1980;
Harris et al., 1982; Wyvratt et al., 1984) (Esquema 1). Foram obtidas baixas relagdes

diastereoisoméricas (SSS): (SRR): 1,22: 1, utilizando como catalisador NaCNBHj e

1,63:1utilizando 10% Pd/C.

O processo foi otimizado por Blacklock et al. (1988) utilizando como catalisador

Ra-Ni com pressao de H;, de 40 psi, tendo sido obtida uma relagdo diastereoisomérica

(SSS): (SRR) de 6,7: 1.

0 COxH
CO,Et . s
> EtOH
+ M N\)kN : Ph
Ph O : Peneira
CHjs Molecular
2 3
/\)C\OZEt 0 COH
Lo 1. acido maleico
2 Ph
PN —
H : 2. cristalizagéo
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(S,S,S)-5 (enalapril) 3. NaOH, H,0

CO,Et
7 0 coH

N AL
o 1

4

redugao

CO,Et
CO,H

S
4 e

CHs

(87 S’ S)'§ + (R’S’ S)'§

Esquema 1: Preparacao do enalapril por aminacao redutiva.




Com a utilizagao de 1,25 equivalente molar de 4cido acético e a adigdo de 1,05
eq. de KF como aditivo, Huffmann et al. (1999) otimizaram a aminagdo redutiva para
uma relagdo diastereoisomérica (SSS): (SRR) de 17:1 utilizando Ra/Ni em condigdes
mais brandas; temperatura ambiente ¢ uma atmosfera de H,. Todavia ainda sendo
necessaria uma operacdo unitdria de separagdo e purificagdo do produto alvo, o que

encarece 0 processo.

1.3 Processos de Obtencao do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila.

A hidrogenacdo enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila 2 foi feita
em escala piloto por Blaser et al. (1996) para a obtengdo do (R)-2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila (R)-6 a ser utilizado como intermedidrio na sintese do benazepril
(Esquema 2). Esta metodologia abriu a possibilidade da utilizagdo de um tnico
intermediario para a obtencdo de todos os inibidores da enzima conversora da
angiotensina (ACE). A ativagdo da hidroxila de (R)-6 com triflato (Urbach & Henning,
1984) e posterior deslocamento Sy2 com o dipeptideo apropriado, vide Figura 3, podera
fornecer os inibidores da ACE. Outra possibilidade é submeter o a-hidroxi-éster (S)-6 a
reacdo de Mitsunobu (Wagner et al., 2003; Ponzo et al.,1995) e posteriormente a um
deslocamento Sy2 com o dipeptideo. Ha ainda a possibilidade do processo de dupla
inversdo a partir do enantidmero (S), via preparagdo do cloreto (R) e substituicdo com a

amina apropriada para a formagao do produto desejado.

O desafio passou a ser a otimizagdo do ee da reducdo enantiosseletiva de 2 para

a obten¢do de (S)-6 ¢/ou (R)-6 preferencialmente por ser um processo mais direto.
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Esquema 2: Preparacao do benazepril e de outros inibidores da ACE a partir dos
a-hidroxi-ésteres (R)-6 e (S)-6 que podem ser obtidos por reducao enantiosseletiva
de 2

1.3.1 Catalise Heterogénea

Apobs um estudo minucioso dos resultados obtidos e dos custos na utilizagdo de
catdlise homogénea (catalisador Rh/norphos) e heterogénea para a redugdo de 2, a
ultima apresentou os melhores resultados, tendo sido utilizado como catalisador 5%
Pt/Al,O5 (pré-tratado com H, a 400C° por 4 horas), dihidrocinchonidina (HCd)(Figura
4) como auxiliar quiral, pressdo de H, de 70 atm, temperatura ambiente e tempo de
reacdo de 3-5 horas, obtendo-se um excesso enantiomérico de (R)-6 de 80-92% e um
rendimento de 98% (Blaser et al., 1996). Os resultados obtidos sao mostrados na Tabela

1.



Tabela 1: Comparacio da performance catalitica na hidrogenac¢io de 2 utilizando
Rh-norfhos (catalise homogénea) e Pt-cinchonidina (catalise heterogénea). O custo
catalitico foi calculado por Kg do hidroxi-éster (Blaser ef al., 1996).

CATALISE CATALISE
HOMOGENEA HETEROGENEA
Enantiosseletividade 96% 80-92%
Solvente EtOH, MeOH tolueno( acido acético)
Carga do Catalisador 100 (subst./cat.) 0,5% (5% Pt/Al,O5)
(peso/peso)
Auxiliar Quiral Rh:difosfina 1:1 0,03% HCd (peso/peso)
Tempo de Reacdo 20h 3-5h
Pressdo/Temperatura 20-100bar, t.a. 70bar, t.a.

Separacao do Catalisador
Manipulacao

Estabilidade do Processo

Custo do catalisador

(US$/Kg)

Nao desenvolvido
Sensivel ao oxigénio

Desconhecido

140-400

Filtragdo (HCd nao removido)

Nenhuma precaucao especial

E crucial a qualidade do
substrato

1-2

Figura 4: Estrutura da 10,11-dihidrocinchonidina (HCd).



Szori et al. (2002) otimizaram o processo de obtengdo de uma série de a-ceto-
¢ésteres, dentre eles o 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (2), depois de fazer um estudo
criterioso dos parametros envolvidos chegando a conclusdo que a 6tima concentragao
do modificador ¢ de 1-3mmol I'". Em tais condi¢des ele conseguiu diminuir a pressio de

H; de 70 para 25 atm. Os parametros utilizados no processo sao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Hidrogenacio enantiosseletiva otimizada de 2 utilizando 5% Pt/Al,Os.
Tempo de reacio de 60 min.

Substr. Modif. Temp. Cat. H, Solvente Conversdo ee/
(ml) (mmoll™) (°C) (mg) (bar) (ml) (mmol 17" conf.

1 0,4 HCd (1) 20 50 25 5° 100 90/R

2 0,4  HCd(1) 0 50 25 5° 100 93/R

# Mistura 50% de tolueno em acido acético

Pela adicao continua do indutor quiral dihidrocinchonidina (HCd) durante o
processo LeBlond et al. (1999) conseguiram manter a relagdo ideal Pt/HCd = 1
diminuindo a pressdao de H, para 5,8 atm utilizando como catalisador 1%Pt/Al,O5 a
temperatura de 17°C mantendo o tempo de reacao de 60min utilizando como solvente
acido acético. Nestas condigdes ndo foi necessario o pré-tratamento do catalisador de Pt
com 100 bar de H; a 400°C e os excessos enantioméricos (ee) de (R)-6 foram de 80-

87%.

Utilizando ultra-som Tordk et al. (2000) aumentaram o ee na obtencao do (R)-6

para 96% utilizando 5% Pt/Al,O0; como catalisador, 9-O-metoxi-10,11-
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dihidrocinchonidina (Figura 5) como indutor quiral, acido acético como solvente,

pressao de 10 bar e temperatura de 25°C.

Figura 5: Estrutura da 9-O-metoxi-10,11-dihidrocinchonidina.

A sintese total do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila foi desenvolvida por
Studer et al. (2000) e Herold et al. (2000) utilizando hidrogenacdo catalitica em duas
etapas do processo (Esquema 3). A primeira etapa consiste na condensacdo de Perkin da
acetofenona 7 com o oxalato de dietila quantitativamente. A segunda etapa, etapa chave
do processo ¢ a hidrogenagdo do 2,4-dioxo-éster 8 utilizando como catalisador
5%Pt/Al,05; e dihidrocinchonidina (HCd) como indutor quiral fornecendo o (R)-2-
hidroxi-4-ceto-4-fenil-éster 9 com ee de 88% e rendimento de 98%. O ee de 9 foi
enriquecido para 99% por recristalizacdo em éter isopropilico entre 0-5°C. A redugdo
catalitica da funcdo cetona de 9, utilizando como catalisador 5% Pd/C, forneceu o (R)-
2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila (R)-6 com ee >99% e um rendimento global do

processo de 50-60%.
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Esquema 3: Obtencao do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila, (R)-6, por sintese
total.

A hidrogenacdo enantiosseletiva de cetonas ativadas catalisadas por
catalisadores de Pt modificados ¢ uma metodologia importante para a obtencdo de
alcoois quirais e pode ser empregada em diversos substratos (Studer et al., 2003; Exner

et al., 2003; Blaser et al., 1997).

1.3.2 Reduciao Microbiolégica

A importancia das biotransformagdes na Quimica Organica cresceu
enormemente nos Ultimos anos tendo em vista a busca de tecnologias mais limpas e
eficientes para a obtencdo de moléculas estrategicamente importantes para a indistria

(Faber, 2000).

Nakamura et al. (1988) reduziram 2-ceto-ésteres utilizando levedura de
panificagdo (Saccharomyces cerevisiae) em meio aquoso e hexano, utilizando células
livres e imobilizadas em poliuretano para a preparacdo de 2-hidroxi-ésteres. Foram

obtidos excessos enantioméricos (ee) de 30 a 94% com baixos rendimentos (20-47%),
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ocorrendo inversao de S para R para substratos de cadeia alifatica de 4 ou 5 carbonos na

utilizagao de hexano como solvente. Os resultados sao mostrados na Tabela 3.

A redugdo de a-ceto-ésteres utilizando levedura de panificacdo seca nao
imobilizada foi testada em varios solventes fornecendo ambos o0s enantiomeros.
Dependendo da estrutura do substrato utilizado os ee alcangaram até 93% (Nakamura et
al., 1991). Os resultados sdo mostrados na Tabela 4. O piruvato de etila apresentou
melhores resultados, em H,O o ee foi de 93% do enantiomero S com 79% de
rendimento. Ocorreu inversdo de configuragdo para o 3-metil-2-oxo-butanoato de etila
(b) e 2-oxo-heptanoato de etila (¢), sendo que os melhores resultados foram observados

em solvente organico, porém com baixos rendimentos.

Uma série de solventes organicos foi testada por Nakamura et al. (1993) visando
o controle estereoquimico da reducdo do 2-oxo-heptanoato de etila utilizando levedura
de panificagdo. O melhor resultado foi obtido com benzeno (Tabela 5). Com os
resultados obtidos na reducdo de uma série de a-ceto-ésteres, utilizando levedura de
panificagdo em agua ou benzeno seco podemos, concluir que existe uma preferéncia

enantiomérica R na utilizagdo de benzeno sendo excecdo o piruvato de etila (Tabela 6) .
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Tabela 3: Reduciao enantiomérica de a-ceto-ésteres utilizando levedura de

Panificacdo (BY) em agua e em hexano.

levedura de
i panificacao (;)H N (')H
R COE R OCOLE R™ COLEt
(S)-alcool (R)-alcool

R=CH3(CH,)n: a, n=0; b, n=1;¢, n=2; d, n=3; e, n=4

ee (%)/ Rendimento (%)/ Configuracio

Substrato BY em 4gua BY imobilizado =~ BY imobilizado
em agua em hexano
a 91/47/S 87/43/S 94/33/S
b 75/42/S 66/42/S 36/28/S
c 31/36/S 39/36/S 32/27/8
d 50/29/8 78/20/S 47/41/R
e 30/23/S 30/23/S 54/36/R
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Tabela 4: Reduciao enantiomérica de a-ceto-ésteres utilizando levedura de

Panificacdo (BY) em varios solventes.

O panicagso O OH
RkCOZEt R CO,Et " R/v\COzEt
(S)-alcool (R)-alcool
Subst.” R BY  Solv." ComplL® Rend. ee (%)
(8) (%)
a CH; 5 H,0O - 79 93 (S)
10 benzeno H,O 55 81 (S)
10 benzeno tampao 56 73 (S)
b (CH3),CH 5 H,O - 63 19 (R)
10 benzeno H,O 39 87 (R)
10 benzeno tampao 49 90 (R)
c CsHp, 5 H,O - 9 92 (S)
5 hexano H,O 30 37 (R)
10 benzeno H,O 18 84 (R)

10  benzeno tampdo” 26 86 (R)

? Immol; ® 50ml; © Tampdo empregado: AcOH/AcONa 0,1M (pH 7).



Tabela 5: Efeito do solvente na reducio enantiosseletiva do 2-oxo-pentanoato de
etila utilizando levedura de panificacao.

Solvente Rend. (%) ee (%) Config.
Cicloexano 25 55 R
Hexano 22 61 R
Eter s-butil-metilico 26 63 R
Eter di-isopropilico 22 67 R
p-Xileno 17 72 R
Tolueno 25 76 R
Mesitileno 19 77 R
Benzeno 36 77 R
Acetato de #-butila 33 77 R

Tabela 6: Reducao de a-ceto-ésteres utilizando fermento de panificacdo em agua e
benzeno seco.

O pafcagss O Or
RkCOZEt R COLE "R CO,Et
(S)-alcool (R)-alcool
Substrato Agua Benzeno
R Rend. (%) ee (%) Rend. (%) ee (%)
a CH3 79 96 (S) 56 73 (S)
b C,Hs 44 78 (S) 39 13 (R)
c C;H; 23 76 (S) 44 63 (R)
d C4Ho 5 99 (S) 54 86 (R)
e CsHy; 9 92 (S) 26 86 (R)
f (CH3),CH 63 19 (R) 49 90 (R)
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Na elucidagdo do mecanismo do controle estereoquimico da reducao de a-ceto-
ésteres em solvente organico, foram isoladas na levedura de panificacdo sete enzimas
responsaveis pela reducdo e foram calculados os parametros cinéticos para a reducao

enzimatica (Nakamura ef al., 1995).

A tentativa de Matsuyama et al. (1994) de produzir o (R)-2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila (R)-6 industrialmente por reducdo microbioldgica do 2-oxo-4-fenil-

butanoato de etila 2 células integras em agua nao teve sucesso(Esquema 4).

OEt Microrganismo | OEt
I m

(R)-6

N

Esquema 4: Obtenc¢ao do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila (R)-6 por

reducio microbiolégica do 2-0xo-4-fenil-butanoato de etila 2.

Foram testados diversos microrganismos e¢ os poucos resultados satisfatorios
obtidos em relagdo ao ee apresentaram baixos rendimentos inviabilizando a

possibilidade de aumento de escala. Os resultados sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7: Reduc¢io microbiologica do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (Matsuyama

et al. (1994) United States Patent 5,371,014).

Microrganismos Rend. Config. EE (%)
(%) Absol.
Achromobacter pestifer 14 R 100
Agrobacterium radiobacter 16 S 35
Ambrosiozyma cicatricosa 11 S 56
Ashbya gossypii 37 N 100
Aureobacterium testaceum 41 S 62
Bacillus licheniformis 11 R 11
Bacillus cereus 12 R 21
Bacillus subtilis 15 S 71
Botryoascus synnaedendrus 16 N 19
Brevibacterium ammoniagenes 18 S 80
Brevibacterium iodinum 30 R 62
Bretanomyces bruxellensis 19 S 20
Candida guilliermondii 16 R 40
Candida humicola 10 N 26
Candida parapsilosis 50 S 20
Candida pseudotropicalis 10 S 62
Candida rugosa 21 N 71
Candida utilis 35 S 53
Citrobacter freundii 18 S 56
Clavispora lusitaniae 31 S 30
Corynebacterium glutamicum 54 S 20
Erwinia carotovora 11 R 100
Esherichia coli 34 S 94
Filobasidium capsuligenum 8 R 46
Flavobacterium suaveolens 23 S 85
Geotrichum candidum 34 S 28
Guilliermondella selenospora 10 R 20
Hansenula fabianii 43 S 36
Hansenula holsttii 27 R 32
Hansenula subpelliculosa 32 R 34
Klebsiella pneumoniae 12 R 100
Kluyveromyces lactis 43 R 32
Kluyveromyces drosophilarum 45 R 20
Lactobacillus acidophilus 10 R 61
Lactobacillus buchneri 12 R 54
Lactobacillus brevis (IFO3960) 8 R 100
Lactobacillus brevis (NRIC1037) 59 S 65
Lactobacillus casei (IFO12004) 16 R 100
Lactobacillus casei (NRIC1044) 36 S 20
Lactobacillus casei (IFO3425) 35 S 20
Lactobacillus cellobiosus 11 R 53
Lactobacillus collinoides 12 R 60
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MICRORGANISMOS REND. CONFIG. ee (%)
(%) ABSOL.
Lactobacillus coryniformis 13 R 53
Lactobacillus curvatus 13 R 56
Lactobacillus delbrueckii 37 S 20
Lactobacillus frigidus 12 R 57
Lactobacillus fructosus 12 N 50
Lactobacillus hilgardii 13 R 39
Lactobacillus lactis 96 R 59
Lactobacillus leichmannii 44 S 40
Lactobacillus malefermentans 13 R 61
Lactobacillus parvus 73 R 22
Lactobacillus plantarum 30 S 96
Lactobacillus sake 14 R 24
Lactobacillus salivarius 13 R 58
Lactobacillus vaccinistercus 13 R 45
Lactobacillus viridescens 55 S 72
Lactobacillus xylosus 59 S 20
Lactobacillus yamanashiensis 13 S 33
Leuconostoc dextranicum 19 N 20
Leuconostoc citrovorum 77 R 35
Leuconostoc cremoris 12 R 57
Leuconostoc dextranicum 17 R 24
Leuconostoc mesenteroides (IFO3349) 45 R 74
Leuconostoc mesenteroides (IFO3426) 27 R 20
Leuconostoc mesenteroides (NRIC1085) 21 R 25
Leuconostoc mesenteroides (AHU1067) 15 S 84
Lipomyces starkeyi 10 R 24
Lodderomyces elongisporus 52 R 26
Mycobacterium smegmatis 15 S 21
Micrococcus luteus 10 S 24
Pachysolen tannophilus 26 R 20
Paracoccus denitrificans 11 S 74
Pediococcus parvulus 18 R 20
Pediococcus pentosaceus 39 R 22
Pediococcus acidilactici 56 R 37
Pichia burtonii 12 S 71
Pichia farinosa 20 S 67
Pichia heedii 21 R 69
Pichia membranaefaciens 47 R 33
Pichia opuntiae (IFO10024) 35 R 20
Pichia opuntiae (IFO10025) 10 S 34
Pimelobacter simplex 11 S 100
Proteus vulgaris 12 N 30
Protaminobacter ruber 21 S 43
Pseudomonas aureofaciens 36 S 95
Pseudomonas chlororaphis 46 S 76
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MICRORGANISMOS REND. CONFIG. ee (%)
(%) ABSOLUTA
Pseudomonas dacunhae 13 R 100
Pseudomonas riboflavina 12 S 56
Rhodococcus equii 11 S 100
Rhodosporidium diobovatum 42 R 72
Rhodosporidium toruloides 10 R 100
Rhodotorula glutinis (AHU3454) 41 R 48
Rhodotorula glutinis (IFO0389) 10 S 37
Rhodotolura minuta 10 S 20
Rhodotorula rubra 25 R 57
Serratia marcescens 40 S 89
Sporobolomyces salmonicolor 45 S 20
Staphylococcus aureus 23 S 85
Streptococcus alactosus 10 R 25
Streptococcus equinus 12 R 91
Streptococcus faecium 93 R 52
Streptococcus uberis 80 R 40
Streptococcus agalactiae 95 S 68
Streptococcus lactis 26 N 76
Streptococcus faecalis 33 S 85
Sporolactobacillus inulinus 10 S 91
Saccharomyces bayanus 96 N 43
Saccharomyces cerevisiae 15 S 32
Saccharomyces chevalieri 96 S 40
Saccharomyces dairensis 29 R 42
Saccharomyces kluyveri 35 S 65
Saccharomycopsis lipolytica 10 N 61
Saccharomyces rouxii 14 R 78
Saccharomyces uvarum 20 S 33
Saccharomycopsis capsularis 10 R 20
Saccharomycopsis fibuligera 10 R 22
Saccharomycopsis lipolytica 10 S 61
Schizosaccharomyces pombe 34 R 20
Schizosaccharomyces octosporus 26 S 40
Schwanniomyces occidentalis 17 N 31
Sporidiobolus pararoseus 25 R 99
Sporobolomyces salmonicolor 45 S 20
Sporidiobolus johnsonii 51 R 22
Sporobolomyces roseus 11 R 52
Stephanoascus ciferrii 12 N 48
Syringospora albicans 58 S 32
Torulaspora delbrueckii 58 R 20
Torulaspora delbrueckii 70 R 45
Trigonopsis variabilis 25 S 69
Wickerhamiella domercqii 36 S 41
Wingea robertsii 19 S 42
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MICRORGANISMOS REND. CONFIG. ee (%)
(%) ABSOLUTA

Xanthomonas oryzae 37 R 20
Zygosaccharomyces bailii 23 R 20
Zygosaccharomyces fermentati 31 S 20

Chadha et al. (1996) reportaram que nao foi possivel reduzir o 2-oxo-4-fenil-
butanoato de etila 2 utilizando Saccharomyces cerevisiae. A redugado foi alcangada com
sucesso utilizando extrato aquoso de células de Daucus carota (cenoura selvagem) com
excelentes rendimentos quimicos (90%) e excessos enantioméricos (>99%). Entretanto,
a utilizagao de culturas de células de planta requer uma grande quantidade de células em
relagdo ao substrato (100:1) o que dificulta o aumento de escala do processo. Outra
desvantagem ¢ o longo tempo de processo (10 dias) inviabilizando sua utilizagdo como

um processo industrial.

Oda et al. (1998) produziu o (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila (R)-6 pela
reducdo do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila 2 em bioreator de interface utilizando os
microrganismos Rhodotorula minuta TFO 0920 e Candida holmii KPY 12402. Os
excessos enantioméricos obtidos foram de 95 e 94% para a R. minuta e para a C. holmii

respectivamente. O tempo de incubacdo foi de 4 dias e os rendimentos em torno de

60%.

Dao et al. (1998a; 1998b) reportaram que Saccharomyces cerevisiae, pré-
incubada na presenca de cloreto de fenacila em éter dietilico, contendo pequena
quantidade de agua, reduz enantiosseletivamente o 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila 2
com rendimentos de 94-96% e excessos enantioméricos de 81% fornecendo o (R)-2-

hidroxi-4-fenil-butanoato de etila (R)-6. A otimizacdo do procedimento para a redugdo
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de diversos ésteres 2-oxo0-4-fenil-butandico foi feita pelo estudo de diversos parametros

tais como:

L)

0

X/
L X4

Efeito da concentracdo de 4gua na reducdo microbioldgica em solvente

organico,

Efeito da concentragao do substrato na redu¢ao utilizando como solvente éter

dietilico-agua,

Efeito da estrutura do grupo alcoxi na reducdo microbioldgica do 2-oxo-4-fenil-

butanoato de alquila ou arila em éter dietilico-agua

Efeito da adi¢dao de um terceiro reagente na redugdo microbiologica do 2-oxo0-4-

fenil-butanoato de etila 2 em éter dietilico-agua,

Efeito do tempo de pré-incubagdo do microrganismo com cloreto de fenacila na

redugdo microbioldgica do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila 2

O processo otimizado consiste na pré-incubacdo de 103g de levedura de

panificagdo com 600mg de cloreto de fenacila utilizando como solvente 1,21 de éter

dietilico contendo 60mL de dgua por um periodo de 6h a 30°C com 130 rpm de rotagao.

Ap6s este periodo, 1,0g do a-ceto-éster 10 ¢ adicionado e a reagdo ¢ mantida por um

periodo de 24h obtendo (R)-11 com rendimento 72% e ee de 91%. A reducao do 2-oxo-

4-fenil-butanoato de etila 2 nas mesmas condi¢des apresentou rendimento em torno de

96% e ee de 81% (Esquema 5).
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levedura de
panificagao

éter-agua

cloreto de fenacila
30°C, 24h
R=72%, ee=91%

Esquema 5: Processo otimizado para a obtencao do o a-hidroxi-éster (R)-11 por

reducio microbioldgica do 2-oxo-éster 10 utilizando levedura de panificacio em

éter-agua.

A super expressdo na Escherichia Coli de duas hidrogenases em sua forma

nativa, Yprlp e Gre2p, produzidas pela levedura de panificacdo (Saccharomyces

cerevisiae) permitiu o controle estereoquimico da reducdo microbioldgica do 2-oxo-

éster 2 para a obtenc¢do do (R)-6 com 42% de rendimento e 87% de ee pela utilizagdo da

enzima Yprlp e obtencdo do (S)-6 com 58% de rendimento e 91% de ee pela utilizagao

da enzima Gre2p sem a necessidade de adicdo de co-fator em ambos os casos (Kaluzna

et al., 2002)(Esquema 6).

(0]

wcozEt

2

Yprip

R=46%
ee=87%

\%&,

R=58%
ee=91%

OH
CO,Et

Esquema 6: Controle estereoquimico na redu¢io microbiolégica de 2 utilizando
super expressio das enzimas Yprlp e Gre2p na E. coli.
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A redugdo assimétrica de 2 utilizando Candida parapsilosis forneceu (S)-6 com
71% de rendimento € 99% de ee utilizando células livres e 65% de rendimento com

98% de ee utilizando células imobilizadas (Baskar ef al., 2004).

A produgao (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila, (R)-6, foi feita por Fadnavis
et al. (2004) com um excelente resultado, rendimento global de 77%, ee de 98%. A
primeira etapa foi a condensacdo de Claisen da acetofenona (7) com o oxalato de dietila
(12), redugdo do 2,4-di-ceto-éster (8) formado utilizando a metodologia desenvolvida
por Dao et al. (1998a, 1998b), redugcdo microbioldgica empregando levedura de
panificagdo em mistura éter di-isopropilico-agua na presenca de cloreto de fenacila,
esterificacdo do acido (R)-13 formado por hidrélise com uma solugdo 1M de acido
cloridrico em etanol e posterior hidrogenacdo da cetona utilizando 5% de Pd/C como
catalisador (Esquema 7). Durante a reducdo microbioldgica ocorreu a oxidacdo lenta da
a-hidroxila de (R)-13 catalisada por uma enzima alcool desidrogenase para formar o
2,4-di-ceto-acido 14 que se decompds pela agdo da piruvato descarboxilase para formar
o ceto-aldeido 15. Pela acdo da enzima aldol desidrogenase ocorreu decomposicdo de
15 para formar o alcool 16 com aproximadamente 7% de rendimento. O rendimento
global (77%) foi melhor que o encontrado por Studer et al. (2000) em que foi utilizado
hidrogenacao na presenca de 5%Pt/Al,O;3 e dihidrocinchonidina (HCd) como indutor
quiral na redugdo de 8 para 9 (50-60%). No processo utilizando catélise heterogénea foi
necessario otimizar o excesso enantiomérico de 88 para 98% por recristalizagdo

utilizando éter isopropilico.
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(0] OH
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panificagdo | cloreto de fenacila,
80%, 98% ee
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o
(R)-6 %% (R ° (R-13
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desidrogenase
Alcool (o) 0 Piruvato
@)&A desidrogenase , Jescarboxlase descarboxilase @)W
(7%) 15

Esquema 7: Sintese total do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila tendo como
etapa chave a reducido carboetoxi-di-cetona 8 utilizando levedura de panificacao
em éter di-isopropilico-agua.

Um resumo das rotas utilizadas para a obtencdo do (R)-2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila (R)-6 ¢ mostrado no Esquema 8. (R)-6 pode ser obtido por resolugao

da mistura racémica de 6 (Attwood et al., 1986), redugdo enantiosseletiva do acido 17

(referéncias citadas por Herold et al., 2000), reducdo microbioldgica ou hidrogenagio
utilizando catalise heterogénea de 2 como descrito anteriormente. Cada rota tem um ou

mais pontos fracos:
» O melhor rendimento alcancado pela resolugdo da mistura racémica 6 ¢ de 50%.

» Nas redugdes de 17 e 2 existem dificuldades com relagdo a seletividade e/ou

atividade catalitica.

» Custo das matérias primas utilizadas.
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Enalapril
Lisinopril

Perindopril
COOEt Quinapril
o (R)-6 Ramipril

Benazepril
Cilazapril

EtO OEt COOEt

10

Esquema 8: Metodologias utilizadas para a preparacao de (R)-6.

1.4 Algumas Consideracoes Sobre Biocatalise

Os biocatalisadores possuem caracteristicas bem peculiares quando comparados
com os catalisadores quimicos (homogéneos e heterogéneos). Algumas caracteristicas

Sao:

Seletividade: os biocatalisadores possuem altas enantio, régio e quimio-
seletividades devido o reconhecimento do substrato pele enzima. Altas seletividades
podem ser alcangadas com a reducdo de cetonas alifaticas possuindo substituintes
parecidos, tal como metil-etil-cetona, o que ndo ¢ possivel pela utilizagdo de
catalisadores quimicos que necessitam de uma grande diferenca entre os substituintes

para que ocorra altas enantiosseletividades.
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Seguranca: as reducdes biocataliticas sdo realizadas em condigdes brandas
utilizando como solvente agua. As fontes de hidrogénio sdo substancias totalmente
seguras tais como etanol e glicose, nao necessitando da utilizagdo de H, gasoso que ¢

altamente explosivo

Catalisador natural: os biocatalisadores sdo microrganismos, plantas, animais
ou enzimas isoladas destes organismos, por serem naturais, podem ser decompostos no
meio ambiente apds sua utilizagdo. Muitos biocatalisadores utilizados para redugdo sao
enzimas isoladas e células integras disponiveis comercialmente e prontas para serem
utilizadas semelhantes aos catalisadores quimicos. Sdo biocatalisadores encontrados
comercialmente: levedura de panificagdo, alcool desidrogenases extraidas da levedura
de panificagdo, Thermoanaerobium brockii (TBADH), figado de cavalo e hidroxi-
esteroide desidrogenases extraidas da Pseudomonas testosteroni e Bacillus spherisus. A
obtencdo de outros biocatalisadores ¢ feita pelo cultivo de células provenientes de
culturas sementes que podem ser disponiveis comercialmente ou pertencente a colegdes

de microrganismos.

Escolha do biocatalisador: pode ser feita por: (1) triagem (screening) em
diversas fontes tais como: amostras do solo, enzimas comerciais, cole¢des de
microrganismos, bancos de clones entre outros (Demirjian et al., 2000); (2) super
expressao de enzimas de um microrganismo em outro (Esquema 6) e (3) preparacao de

microrganismos mutantes por evolucdo direcionada (Allen ef al., 2000).

Otimizacao das condicdes reacionais: muitas vezes os resultados obtidos em
uma reducdo utilizando microrganismos necessitam ser otimizados em fungdo dos
rendimentos ou dos excessos enantioméricos obtidos. A otimizagdo pode ser feita por:
(1) utilizacdo de massa celular seca em acetona com adi¢do de co-enzima para aumento
do excesso enantiomérico (Nakamura et al., 2003); (2) utilizacdo de solventes nao
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aquosos (Tabelas de 3-6), liquidos i6nicos (Howarth et al., 2001), CO, supercritico
(Matsuda et al., 2003); (3) pela utilizacdo de inibidores enzimaticos tais como:
cloroacetato de etila, metil-vinil-cetona, alcool alilico, brometo de alila, compostos
contendo enxofre, Mg”" e Ca®" entre outros que tem sido reportados como inibidores de
enzimas pertencentes a levedura de panificagdo (Nakamura et al., 2003); (4)
modificacdo da temperatura da reagdo, que pode influenciar na enantiosseletividade

(Heiss et al., 2001).

Sintese em grande escala: uma desvantagem na utilizacdo de biocatalisadores
em relagdo aos catalisadores quimicos € na sintese em grandes escalas; (1) o isolamento
do produto pode ser complicado, (2) pode ser necessaria a utilizagdo de grandes espagos
para o cultivo das células, (3) a quantidade de produto obtido em fun¢do do volume e do
tempo ¢ baixa devido as baixas concentragdes e os longos tempos necessarios para as
reacdes quando comparados com os catalisadores quimicos. Entretanto, este problema
tem sido contornado pela otimizagdo dos biocatalisadores através de: (1) modificagdes
nas condi¢des reacionais; (2) super expressdo de enzimas de um microrganismo em
outro (Esquema 6) e (3) preparacdo de microrganismos mutantes por evolugdo
direcionada visando o aumento do poder de reducdo da enzima (Allen et al., 2000).
Alguns resultados obtidos em redug¢des microbiologicas enantiosseletiva em grande

escala ¢ mostrado na Figura 6 (Nakamura ef al., 2003)
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Figura 6: Resultados obtidos em reducdes microbiologicas enantiosseletivas em
grandes escalas (Nakamura et al., 2003).
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1.4.1 Mecanismo da Biocatalise

O mecanismo proposto para a redugdo microbioldgica assimétrica de cetonas
por enzimas desidrogenases e redutases consiste na transferéncia de um hidreto de uma
coenzima, como exemplo NADH e NAD(P)H, para a carbonila do substrato e posterior
regeneragao do cofator pela transferéncia de um hidreto de uma fonte de hidrogénio tal
como etanol, 2-propanol, glicose ou acido formico para a coenzima catalisada por uma
enzima desidrogenase. O Esquema 9 mostra o reciclo do cofator pela utilizacdo do
acido férmico na redugdo microbiologica do 4-cloro-3-oxo-butanoato de etila utilizando

Rhodococcus erythropolis.

Existem quatro caminhos que permitem a transferéncia de hidreto da coenzima
NAD(P)H para o substrato como ¢ mostrado na Figura 7 (Nakamura et al., 2003).
Através das enzimas El1 (Bradshaw et al., 1992b) e E2 (Nakamura et al., 1990) o
hidreto ataca a face Si do grupo carbonila e por intermédio das enzimas E3 (Jones ef al.,
1976) e E4 o hidreto ataca a face Re formando o alcool nas configuragdes R e S
respectivamente. As enzimas E1 e E3 transferem o hidreto pro-(R) da coenzima e as

enzimas E2 e E4 utilizam os hidretos pro-(S). Exemplos de enzimas E1-E3 sdo:

El: Pseudomonas sp. dlcool desidrogenase (Bradshaw et al., 1992a), Lactobacillus kefir

alcool desidrogenase (Bradshaw et al., 1992b).

E2: Geotrichum candidum glicerol desidrogenase (Nakamura et al., 1990), Mucor

javanicus diidroxiacetona redutase (Dudler et al., 1977).

E3: 4lcool desidrogenase de levedura (Prelog, V., 1964), dlcool desidrogenase de figado
de cavalo (Jones, 1986; Jones et al., 1976), Moraxella sp. dlcool desidrogenase (Velonia

etal., 1999).
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Esquema 9: Reciclo do NAD" pela utilizacio de HCO,H como fonte de hidrogénio
para a reducio.

E2
=== _ EA
/ 7 El S o ¥ .
Hs, Hr =‘uj :
A _CONH, ; L Mg, HA
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"N =i face i ]
.H.-'
ADPR
/:;H ADPH

Figura 7: Estereoquimica da transferéncia do hidreto do NAD(P)H para a
carbonila do substrato (S é um grupo pequeno e L. ¢ um grupo grande).
ADPR = Ribose-Difosfato-Adenina
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1.4.2 Obtengao de Intermediarios Quirais para a Industria Farmacéutica por

Biocatalise

Nos ultimos anos tem crescido bastante o emprego de biocatdlise para a
obtengdo de intermedidrios estratégicos na industria farmacéutica (Patel, 2001; Patel,

2002; Patel et al., 2003).

A reducdo microbiologica de 19 (Figura 8) utilizando S. paucimobilis para a
obtencdo do alcool (R)-20, importante intermediario para a preparacdo do receptor
agonista B3 21, foi feita na escala de 320g (Patel, 2001) . O crescimento celular foi feito
em um fermentador de 750L sendo coletadas 60kg de células imidas por batelada. As
células coletadas foram utilizadas na biotransformagao de 19 em bateladas preparativas
de 1L, 10L e 210L em condigdes aerdbicas e anaerobicas a 37°C em um meio aquoso
contendo glicose a pH 6,0. Em todas as bateladas foram obtidos rendimentos superiores
a 85% e excessos enantioméricos superiores a 98%. A batelada preparativa de 200L

forneceu 320g de (R)-20 com 80% de rendimento e 99,5% de ee.

O 4lcool (R)-23 (Figura 9), intermediario estratégico para a preparagdo do [-
bloqueador com propriedades antiarritmicas 24, foi preparado por reducdo
microbioldgica de 22 utilizando H. polymorpha ATCC 26012 na escala de 12g (Patel ,
2001). O crescimento celular foi feito em fermentador de 380L e as reducdes foram
realizadas em bateladas de 3L em uma solugdo tamponada a pH 7,0 contendo glicose a
temperatura de 25°C. Ap6s um periodo de 20 horas de reagdo o alcool (R)-23 foi

isolado com 68% de rendimento e excessos enantioméricos superiores a 99%.
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Figura 8: Sintese enzimatica do intermedidrio quiral (R)-20 utilizado na
preparacio do receptor agonista 3.
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Figura 9: Utilizacdo de reducdo microbioldgica na sintese do intermediario quiral
(R)-23 utilizado na preparacio do agente antiarritmico 24.
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Para a producao do alcool (S, S)-26, importante intermediario para a obtengao
do inibidor da HIV-Protease BMS-186318 27, a cetona 25 foi reduzida
enantiosseletivamente utilizando Streptomyces nodosus SC 13149 (Patel, 2001) (Figura
10). O crescimento celular foi feito em fermentador de 25L por um periodo de 48 horas
e a biotransformagao de 25 foi processada em dois estagios por um periodo de 24 horas
fornecendo o alcool (S, §)-26 com 67% de rendimento, 99,9% de ee e pureza

diasterioisomérica superior a 99%.

Streptomyces nodosus

BocHN cl SC 13149 -
oc
o) Rend: 80%, ee >99,8%, BocHN Y\Cl
de >99% OH
2 (S,S)-26

Figura 10: Obtencao do alcool (S, $)-26, importante intermediario para a obtencio
do inibidor da HIV-Protease BMS-186318 27 por redu¢io microbioldgica
enantiosseletiva.
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo principal a busca de uma metodologia limpa e
eficiente para a redugdo enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila para a
producdo de (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila ((R)-6) e de (S)-2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila ((S)-6), importantes intermediarios para a sintese dos inibidores da
enzima conversora da angiotensina (ACE) tais como enalapril, lisinopril, quinapril,

ramipril, perindropril, cilazapril e benazepril (Figura 3).

OH OH
OEt ~__OEt
(% (Y
(R)6 (S)-6

3. ESTRATEGIA
3.1 Producio de (S) e de (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila

As seguintes metodologias podem ser empregadas para a preparagao das
moléculas alvo (R)-6 e (5)-6 a partir do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila 2, matéria

prima barata e facilmente encontrada no mercado (Esquema 10).
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Esquema 10: Obtenciao das moléculas alvo.

Otimizagao do processo descrito por Szori et al. (2002) para a hidrogenacdo
enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (2), por catalise

heterogénea, utilizando como catalisador 5% Pt/Al,0s3.

Utilizagao de oxazaborolidina (catalisador CBS) (Corey & Helal, 1998), como
indutor quiral usado na reducgdo assimétrica da funcdo cetona visando uma nova

metodologia para obten¢do das moléculas alvo (R)- e (S)-6.

O emprego da biocatalise (Nakamura ef al., 2003) como uma estratégia para a
reducdo enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila 2 visando a
obtencdo dos intermediarios (S)-(+)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila e (R)-
(-)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila seletivamente. Tendo em vista que
Chadha et al. (1995) ndo conseguiram reduzir o 2-oxo0-4-fenil-butanoato de etila
utilizando levedura de panificacdo (Saccharomicies cerevisie) € o controle
estereoquimico foi conseguido por Dao et al. (1998) utilizando levedura de
panificacdo em éter contendo pequena quantidade de dgua na presenca cloreto

de fenacila, em que foi obtido 81% de excesso enantiomérico e 96% de

36



rendimento, o desenvolvimento de uma metodologia limpa e barata para a
obtenc¢do das moléculas alvo (R)-6 e (5)-6 a partir da reducao microbioldgica do
substrato 2 em meio aquoso ¢ de suma importadncia para a aplicacdo desta

tecnologia na produc¢do dos inibidores da ACE.

r

Dentre as metodologias citadas acima a mais interessante ¢ a que emprega
biocatalise por envolver condigdes mais brandas, limpas e operagdes unitarias mais
simples. O protocolo utilizado foi desenvolvido por Ribeiro e col. (2003) para B-ceto-
¢steres em que foi feito um screening empregando as enzimas redutases de varias

leveduras.

Por ser um processo ainda ndo descrito na literatura, ¢ importante verificar a
reatividade do complexo borana-oxazaborolidina na reducdo enantiosseletiva de a-

cetoésteres.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reducido Microbioldgica do 2-Oxo-4-fenil-butanoato de etila

Os microrganismos inicialmente testados para a redugdo microbioldgica do 2-
oxo-4-fenil-butanoato de etila (2) (Esquema 11) foram: Saccharomices cerevisiae,
Dekera sp., Kluyveromyces marxianus ¢ Hansenula sp. Os protocolos utilizados na

triagem inicial foram os mesmos utilizados por Ribeiro et al. (2003).

o) OH OH

Ot _Microrganismo OEt ~_ _OFt

2 (Ry-6 (S)-6

Esquema 11: Reducdo 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (2) utilizando
microrganismos.

A biomassa foi obtida pelo indculo de uma algada da cultura em uma solugao
aquosa contendo glicose (1%), extrato de levedura (0,5%), peptona de carne (0,5%),
sulfato de amonio (0,1%) e sulfato de magnésio hepta-hidratado (0,1%). A solugdo foi
mantida entre 25-28°C sob agitagdo de 150 rpm por um periodo de 48 horas. A
biomassa obtida foi separada por centrifugacao e utilizada prontamente nas reacoes de

reducao.

A reducdo microbiologica foi feita pela adigdo da biomassa e do substrato,
solubilizado em etanol, ao meio reacional contendo glicose (5%) e cloreto de magnésio
(0,1%) em agua. A solucdo foi mantida sob agitacdo de 150 rpm a temperatura ambiente
por um periodo de 24 horas. Apos este periodo, a mistura foi centrifugada para
separagdo das células e a fase aquosa extraida com acetato de etila. A fase orgénica foi
seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério

fornecendo em oOleo levemente amarelado. Os rendimentos massicos, conversoes,
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rendimentos, excessos enantioméricos das transformagdes e o percentual de
decomposi¢cdo dos produtos obtidos sdo mostrados nas Tabela 8. Os rendimentos
massicos correspondem ao percentual da massa isolada com relagdo ao valor tedrico e
as conversdes, rendimentos, excessos enantioméricos e decomposigdes foram

calculados em area % utilizando CG.

O produto apresentou na regido do infravermelho um sinal com ntimero de
onda na regido de 3300 a 3400 cm™ (Espectro 2 ; pagina 84) relativo a deformacio axial
de hidroxila e o desaparecimento do sinal com niimero de onda na regido de 1732 cm™
(Espectro 1; pagina 83 ) relativo & carbonila de cetona. No RMN 'H ocorreu o
aparecimento de uma absor¢do na regido de 4,16 a 4,30 ppm (Espectro ; pagina ),
relativo ao metino ligado a hidroxila formada, na mesma regido da absor¢do do metileno

da fungao éster.

O calculo dos excessos enantioméricos e a configuragdo absoluta do 2-hidroxi-4-
fenil-butanoato de etila obtido por redugdo microbioldgica estdo detalhados em Material

e Métodos.

39



Tabela 8: Resultados obtidos na reducio microbioldgica enantiosseletiva do 2-o0xo-4-fenil-butanoato de etila.

Entrada

—

NI SIS ~NENCRECCREN - SRV I SN VeI )

—_ = =
~N O W

18

Microrganismo Origem Ref.

S. cerevisiae EQ-DEB .
EQ-DEB -
EQ-DEB -

Fleichman
IQ-DBQ  Selvagem
IQ-DBQ  Selvagem
IQ-DBQ  P403CD1
1Q-DBQ P4030C
1Q-DBQ P4030C
EQ-DEB -
EQ-DEB -
EQ-DEB -

Hansenula sp. EQ-DEB -

EQ-DEB -
EQ-DEB -
K. marxianus EQ-DEB -

EQ-DEB -
EQ-DEB -

Dekera sp.

Rend.

Massico

(%)

88,7
89,5
84.0
56,7
90,0
90,0
76,8
74,5
75,5
89,0
74,1
76,0
69,8
49,8
58,2
64,5
87,0
64,5

Resultados obtidos por cromatografia em fase gasosa (CG)

Conv.(%)"

100
91,5
92,4
99,0
96,0
96,2
96,0
95,6
90,0
89,0
91,0
95,4

8,2

7,3
12,4
82,5
93,6
97,5

Rend.

(%)’
55,4
64,7
63,7
77,8
69,5
73,0
59,2
62,5
69,4
53,5
70,0
73,4
8,2
6,6
12,4
51,7
61,7
42,5

ee (%)’
100

100

100
78,6
98,0
91,2
97,2
85,6
60.5

100
82,0
95,6
22,6
42,8
30,0
30,5
35,0

8,5

Config.

%)

N U uhhuhnhhihnthhihn yatin tla tla !y Uy

S

Decomp.
(%)’
41,0
20,4
19,7
19,5
19,5
17,0
27,4
23,7
17,9
35,5
19,7
20,5

0
0

0
30,4
32,0
50,0

Impur.
(%)’
3,5
6,4
9,0
1,7
7,0
6,2
9,4
9,4
2,7
0,0
1,2
1,6
0,0
0,7
0,0
21,6
0,0
5,0

' Area%, EQ-DEB: Departamento de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica da UFRJ, IQ-DBQ: Departamento de Bioquimica do

Instituto de Quimica da UFRJ, Selvagem: cepa selvagem, P403CD1 e P4030C: cepas mutantes.
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As reducdes enantiosseletivas do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila empregando S.
cerevisiae apresentaram altas conversdes (>90%), rendimentos em torno de 63,0% por
CG e excelentes excessos enantioméricos, chegando a 100% dependendo da origem da
cepa utilizada (entradas 1, 2, 3 e 5 da Tabela 8). Cromatogramas (CG quiral) do
substrato e do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato racémico e obtido por reducgdo
microbioldgica utilizando S. cerevisiae sdo mostrados nas Figuras 11, 12 e 13
respectivamente (t. do substrato: 49,9 min., t. do enantidmero R: 50,7 min e t, do

enantidmero S: 51,3 min).

Substrato
’—(f_._. 49418
Ret. Time Width
Peak Peak Result Time  Offset Area Sep. 1/2 Status
No. Name (%) (min) {min) {counts) Code (sec) Codes
1 100.00 49.418 0.000 1000642 BB 6.7
Totals: 100,00 0.000 1000642

Figura 11: Cromatograma do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila padrao.
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(R)

} 49.918

= % 9328

1

' (S

Ret. Time Width

Peak Peak Result Time  Offset Area Sep. 1/2 Status
No Name (%) (rin) (min) (counts) Code (sec) Codes

1 0.38 2.360 0.000 10225 BB !

2 12138 43,412 0.000 30527 BB s

5 1.12 44,056 0.000 30282 BB Jrat

4 1.34 46,599 0.000 36212 BB 6.9

5 0.55 49.918 0.000 14873 BB i)

6 47,47 50,759 0.000 1284351 BV T3

7 47.50, 51.310 0.000 1285305 VB 1.8

8 0.51 58.633 0.000 13932 BB 557

Totals: 100.00 0.000 2705707

Figura 12: Cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila racémico.
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Time Width
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0.000 7190 BB 5.8
0.000 206119 BB 10.7
0.000 67065 BB 5.4 wf
0.000 513878 BB bl S
0.000 794249

Ret.
Peak Peak Result Time
No. Name (%) (min)
1 0.91 11.040
Z 25:95 20.507
3 8.44 49.829
4 64.70 51.305
Totals: 100.00

Figura 13: Cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila obtido por
reducio microbiologica utilizando S. cerevisiae.

A rotacdo especifica determinada por polarimetria para o 2-hidroxi-4-fenil-

butanoato de etila obtido por reducdo utilizando S. cerevisiae foi de +19,8(1,0; CHCl;)

mostrando que o enantidmero formado seletivamente com o maior tempo de retengao (t,
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em torno de 51,3 min) possui a configuracao absoluta S quando comparado com o valor
da rotacao especifica descrita na literatura para o enantiomero R que ¢ de -15,7 (c=1,0;

CHCl3) (Dao et al., 1998).

O resultado foi surpreendente porque Chadha et al. (1996) reportaram que nao
foi possivel reduzir o 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila utilizando Saccharomyces
cerevisiae. A redugao foi alcangada com sucesso utilizando extrato aquoso de células de
Daucus carota (cenoura selvagem) com excelentes rendimentos quimicos (90%) e
excessos enantioméricos (>99%) para a obtencao do enantiomero R. O resultado obtido
por Matsuyama et al. (1994) na redug¢do do mesmo substrato, utilizando Saccharomyces
cerevisiae em meio aquoso apresentou rendimento de 15% e ee de 32% para o
enantiomero S. Varios fatores tais como: origem da cepa, diferenca do meio de
crescimento ¢ do meio reacional podem ter alterado substancialmente a atividade
enzimatica corroborando para a obtencdo de melhores resultados na presente tese. A
cepa utilizada por Matsuyama foi de origem diferente da usada no presente trabalho,
conseqiientemente diferentes enzimas devem ter atuado no processo. O meio de
crescimento utilizado por Matsuyama et al. foi: glicose (2%), extrato de 1évedo (0.5%),
peptona (0.3%), extrato de carne (0.3%), di-hidrogénio fosfato de potassio (0.1%),
hidrogénio fosfato de potassio (0.2%) e carbonato de célcio (0.5%) e o utilizado por n6s
foi: glicose (1%), extrato de levedura (0,5%), peptona de carne (0,5%), sulfato de
amonio (0,1%) e sulfato de magnésio hepta-hidratado (0,1%). Esta descrito na literatura

que o0 Mg®" é um inibidor de enzimas da S. cerevisiae (Nakamura et al., 2003).

O sub-produto formado, com aproximadamente 20% de rendimento por CG e
tempo de reten¢do de 20,5min, foi analisado por CG/EM mostrando ser o alcool 3-fenil-
propilico (Figura 14) formado pela decomposicdo &cido 2-oxo-4-fenil-butandico,

proveniente da hidrolise do substrato em agua, pelo microrganismo (Dao et al., 1998)

44



ocorrendo inicialmente descarboxilacdo e em seguida a reducao do aldeido

(Figura 14)(Esquemal?).
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Figura 14: CG/EM do sub-produto formada na reducio microbiologica do
2-o0x0-4-fenil-butanoato de etila utilizando S. cerevisiae.
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Esquema 12: Decomposicado do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila em agua na
presenca de levedura.

Os resultados obtidos para a redugcdo do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila
utilizando cepa industrial (Entrada 4; Tabela 8), cepa selvagem (Entradas 5 e 6; Tabela
8) e cepas mutantes (Entradas 7,8 e 9; Tabela 8) apresentaram resultados satisfatorios
com conversdes > 90%, rendimentos > 59%, ee> 78%, com excec¢do do resultado obtido
na Entrada 9, e decomposi¢des entre 17 e 27% calculados por CG. Os rendimentos
isolados apos extracdo da fase aquosa com acetato de etila foram superiores a 74% com

alto grau de pureza.

A redugdo de 2 utilizando Dekera sp. ¢ inédita na literatura e apresentou
resultados bem semelhantes aos obtidos com S. cerevisiae (Entradas 10,11 e 12; Tabela
8. Um cromatograma do produto obtido (CG) utilizando coluna quiral ¢ mostrado na

Figura 16.

As redugoes utilizando Hansenula sp apresentaram baixas conversdes e baixos
ee (Entradas 13, 14 e 15; Tabela 8). Um cromatograma do produto obtido (CQG)

utilizando coluna quiral ¢ mostrado na Figura 33.
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Ret. Time Width
Peak Peak Result Time Offset Area Sep. 1/2 Status
No. Name (%) (min) {(min) ({counts) Code (sec) Codes
3 0.36 10.702 0.000 8843 BB B3
2 19.68 19.809 0.000 484009 BE 10.6
3 0.49 46,417 0.000 11945 BV 7.4
4 0.45 46.722 0.000 11046 VB T2
5 9.11 49.382 0.000 224042 BB 5.5
6 6.31 50.319 0.000 155098 BP 6.1
7 63.60 50.816 0.000 1563857 PB 8.0
Totals: 100.00 0.000 2458841

Figura 15: Cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila obtido por
reducio microbiolégica utilizando Dekera sp..
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Figura 16: Cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila obtido por
reducio microbioldgica utilizando Hansenula sp..
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As redugdes utilizando K. marxianus apresentaram excelentes conversdes
(>80%), rendimentos médios (entre 52 e 61%) e baixos excessos enantioméricos (32%)
do enantidmero R, resultado semelhante ao obtido por Matsuyama et al. (1994)
utilizando K. lactis (R=43, ee=32%, config. R) e K. drosophilarum (R=45, ee=20%,
config R) (Entradas 16,17 e 18; Tabela 9). Um cromatograma do produto(CG quiral) ¢

mostrado na Figura 19.

O sucesso obtido por Patel ez al. (2002) na reducdo microbioldgica do a-ceto-
éster 28 para a obtencdo do o-hidroxi-éster (R)-29 com rendimento e ee de 98%
utilizando Aureobasidium pullulans ¢ o controle da reducdo enantiosseletivas do B-ceto-
éster 30 conseguido por Reeve (1997) para a obteng¢do dos a-hidroxi-ésteres 31 e 32
(Figura 18) utilizando uma série de Microrganismos, dentre eles Pichia angusta (Razao
31:32 = 110:1), Pichia pastoris (Razao 31:32 = 20:1) e uma série de Candidas (Razio

31:32 = 20:1) nos encorajou a testar as enzimas redutases produzidas por estes

microrganismos na reducdo do nosso substrato no intuito de direcionar a

enantiosseletividade para o enantidmero R, estrategicamente mais interessante.
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Figura 17: Cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila obtido por
reducio microbioldgica utilizando K. marxianus.

Figura 17: Reduc¢ao microbiologica do a-ceto-éster 55.
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Figura 18: Reducio microbiologica do a-ceto-éster 55 para fornecer (R)-26 e¢ -
hidroxi-ésteres obtidos seletivamente pela reducio microbioldgica de 57.

Empregando o mesmo protocolo utilizado nas redugdes microbiologicas que
constam da Tabela 8, submetemos o 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila a redugdo
utilizando Aureobasidium pullulans, Candida guilliermondii, Pichia pastoris, Pichia
anomala e Pichia angusta. Os resultados sdo mostrados na Tabela 9. Os produtos
obtidos apresentaram os mesmos valores de Ry por cromatografia em camada fina, e os
mesmos tempos de retencdao, por CG, que os produtos obtidos pela reducao de 2
utilizando os microrganismos que constam da Tabela 8, Ry= 0,48, t, do substrato: 49,4

min., t. do enantidmero R: 50,3 min e t,. do enantiomero S: 50,9 min.

As reducdes utilizando o fungo A. pullulans (Entradas 1 e 2, Tabela 9)
apresentaram altas conversdes (>92%), rendimentos razodveis (>72%), excessos

enantioméricos na faixa de 60% do enantidmero S, nivel de decomposi¢do médio de
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13% e rendimentos isolados de 69%. Um cromatograma obtido por CG utilizando
coluna quiral ¢ mostrado na Figura 19.

As redugodes utilizando Candida guilliermondii (Entradas 3 e 4, Tabela 9)
forneceram excessos enantioméricos de 100% com baixos rendimentos (20%) e altas

decomposic¢oes do substrato (73,2 e 85,4%) para formar o 3-fenil-propanol (t,= 19,89).

Um cromatograma da andlise quiral do produto por CG ¢ mostrado na Figura 20.
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Tabela 9: Resultados obtidos na reducio microbioldgica enantiosseletiva do 2-o0xo0-4-fenil-butanoato de etila utilizando leveduras

metilotroficas, Aureobasidium pullulans e Candida guilliermondii.

Rend. Resultados obtidos por cromatografia em fase gasosa (CQG)
Entrada  Microrganismos  Origem Ref. Massico
(%) oyl Rend. o/l Decomp. Impur.

Conv.(%) (%)! ee (%) Config. (%)’ (%)’
1 A. pullulans INCQS ATCC:9.348 61,1 92,4 81,2 66,2 S 11,2 0,0
2 INCQS  ATCC: 9.348 60,3 99,0 72,4 60,1 S 14,7 11,9
3 Candida guill. INCQS  ATCC: 6.260 67,5 100 14,6 100 S 85,4 0,0
4 INCQS  ATCC: 6.260 97,1 100 26,7 100 S 73,2 0,1
5 Pichia Pastoris  1Q-DBQ - 80,0 96,3 82,4 21,6 R 8.7 5,2
6 1Q-DBQ - 78,0 94,9 89,0 35,2 R 6,0 0,0
7 Pichia anomala  INCQS  ATCC: 16.763 74,3 100 79,0 20,7 R 21,0 0,0
8 INCQS ATCC: 16.763 79,2 94,6 66,1 20,7 R 28,5 0,0
9 Pichia angusta INCQS ATCC: 34.438 81,6 100 82,5 80,0 R 17,5 0,0
10 INCQS ATCC: 34.438 78,3 100 85,5 81,3 R 14,5 0,0
11 INCQS ATCC: 34.438 80,4 100 83,0 79,6 R 17,0 0,0
12 INCQS ATCC: 34.438 82,2 97,3 79,0 79,0 R 16,6 1,7
13 INCQS ATCC: 34.438 82,2 100 79,0 76,0 R 19,1 1,9

'Area%, INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — Fiocruz, IQ-DBQ: Departamento de Bioquimica do Instituto de
Quimica da UFRJ
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A utilizacao de leveduras metilotroficas, que tem a capacidade de metabolizar alcoois tais
como metanol e etanol como fontes de carbono e energia ao invés de acgucares (Walker, 1998),
para a reducdo do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila apresentou um resultado inesperado, a
obtencdo preferencial do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila em relagdo ao enantidmero .S em
todos os casos (Entradas 5-13, Tabela 9). Os rendimentos isolados foram acima de 74%, as
conversdes obtidas por CG quiral foram superiores a 94%, as decomposi¢des para a Pichia
pastoris foram menores quando comparadas com as demais leveduras e um resultado
surpreendente foram os excessos enantioméricos obtidos pela utilizacdo da Pichia angusta, em
torno de 81%, bem maior do que os obtidos para a Pichia pastoris ¢ Pichia anomala (20%). Os
rendimentos obtidos por Matsuyama et al. (1994) para a redu¢do do mesmo substrato utilizando
P. burtonii, P. farinosa, P. heddi, P. membranaefaciens e P. opuntiae apresentaram baixos
rendimentos (10-47%) e ee de 20 a 71% oscilando entre os enantidmeros R ¢ S. Cromatogramas
obtidos por CG quiral da redugdo 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila utilizando Pichia pastoris,

Pichia anomala e Pichia angusta sao mostrados nas Figuras 21, 22 e 23 respectivamente.
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Figura 21: Cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila obtido por reducio

microbiolégica utilizando Pichia pastoris.
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Figura 22: Cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila obtido por reducio
microbiolégica utilizando Pichia anomala.
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Um resumo das principais metodologias utilizadas para a obten¢do do (R)-2-hidroxi-4-

fenil-butanoato de etila esta descrito na Tabela 10.

O processo desenvolvido por Szori et al. (2002), em que ¢ utilizada catalise heterogénea,

tem conversdo de 100% e ee de 90% (Entrada 1, Tabela 10). Desvantagens do processo:
» Necessidade de pré-tratamento do catalisador (H; a 400C° por 4 horas).
» Utilizagdo de 11% de peso de catalisador em relagdo ao substrato.
» Necessidade de altas pressdes de hidrogénio (25 atm).

LeBlond et al. (1999) melhoraram o processo, eliminando a necessidade de pré-
tratamento do catalisador ¢ diminuindo a pressdo de H, para 5,8 atm, pela adi¢do continua do
indutor quiral (DHCD) mantendo a relagdo Pt/dihidrocinchonidina = 1 obtendo ee de 91%

(Entrada 2, Tabela 11). Desvantagens do processo:

» Necessidade de um controle rigido da adi¢do do indutor quiral para manter os excessos

enantioméricos com valores altos.
» Utilizagao de 8,6% de peso de catalisador em relagdo ao substrato.

A obtencdo do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila com ee de 99% e alta conversao (90%)
foi conseguida por Chadha et al. (1996) utilizando extrato aquoso de células de Daucus carota

(Entrada 3, Tabela 10). Desvantagens do processo:

» Necessita de uma grande quantidade de células em relagdo ao substrato (100:1) o que

dificulta o aumento de escala do processo (“scaled up”).

» Tempo de duracdo do processo: 10 dias.
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Oda et al. (1998) produziram o (R)-2-hidroxi-4-fenilbutanoato de etila em bioreator de
interface utilizando os microrganismos Rhodotorula minuta ¢ Candida holmii com tempo de
incubacdo de 4 dias obtendo excessos enantiomérico de 94 e 95% respectivamente (Entradas 4 ¢

5, Tabela 10). A desvantagem do processo sao os rendimentos obtidos que foram de 60%.

O tunico processo utilizando S. cerevisiae para a obtengdo enantiosseletiva do (R)-2-
hidroxi-4-fenil-butanoato de etila foi descrito por Dao ( Dao et al., 1998) utilizando como
solvente uma mistura de Et,O/H,0O e como aditivo cloreto de fenacila (Entrada 6, Tabela 11). A

conversao foi boa (72%) com alto ee (91%). Desvantagens do processo:

» Utilizagdo de Et,O em altas concentragdes (relagao Et,O: H,O de 20:1) que dificulta o

aumento de escala devido a perigo de explosdo e perda de solvente por evaporagao.

» Utilizagdo de uma grande quantidade de massa celular em relagdo ao peso de substrato

(1g de célula para 12 mg de substrato).

» Utilizagao do cloreto de fenacila que ¢ altamente toxico e lacrimogéneo.
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Tabela 10: Comparacio das metodologias utilizadas para a reducio enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil —butanoato de etila
com os resultados obtidos.

Condicao Reacional Resultado
Conver.,
Entrada | Catalisador Solvente Aditivo | Temp. | Tempo | Pressao Rend. ee | Config. | Referéncia
°C) (atm.) (%) (%)
I | 5% PYALOs | Tolueno/AcOH | HCd® 20 | 6omin. | 25y | 0 | 90 | R |szori, 2002
2 | 1% PUALOs | AcOH HCd® 17 - |58y | o1 | R %59]391"“‘1’
3 | D carota | H0 i 25 | lodias | 1 w0 | 9| R |Chadna, 1996
4 | R minuta | Org/H,0 - 25 | 4dias 1 6_0 95 R | Oda, 1998
5 | C holmii Org./H,0 - 25 | 4dias 1 22 94 R | Oda, 1998
6 | S cerevisiae | Et,O/H,0 CFN¢ 30 24h 1 gj 81 R | Dao, 1998
7 | S.cerevisiae | H,O - 25 48 1 zi 100 S eT:tl;?;asé
8 | Dekerasp. | H,0 - 25 48 1 32 96 S fffif.'fi'fi 5
9 | P angusta | H,0 - 25 48 1 18050 81 R eTlf‘t';Z'(;‘:i 0

* pré-tratado com Hj a 400C° por 4 hora, ®10,11-dihidrocinchonidina, ¢ adicionado continuamente durante o processo mantendo
razdo Pt gperiicie/ HCd=1, ¢ cloreto de fenacila
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Os resultados obtidos na presente tese foram excelentes, pois a redugdo do 2-o0xo0-4-

fenil-butanoato pode ser direcionada para a obtengdo do (S)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de

etila utilizando enzimas redutases pertencentes aos microrganismos S. cerevisiae ¢ Dekera sp.

com elevados ee (100%) e altas conversdes (89-100%) (Entradas 7 e 8, Tabela 10) ou para a

obtencdo do (R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila utilizando enzimas

redutases

pertencentes ao microrganismo Pichia angusta com excelentes conversoes (100%) e altos

excessos enantioméricos (80%)(Entrada 9, Tabela 10). O processo ¢ feito em condigdes

brandas, temperatura e pressdo ambiente, ndo necessitando de catalisadores ou equipamentos

especiais. Todo o processo ¢ feito em solugdo aquosa cujos componentes podem ser

descartados sem necessidade de tratamentos especiais seguindo os principios da Quimica

Verde (Anastas et al., 1998) que sdo:

X/
L X4

X/

X/
L X4

X/

E melhor prevenir residuos do que trata-los ou limpa-los depois de formados.

M¢étodos sintéticos devem ser projetados para maximizar a incorporagdo no

produto final de toda matéria prima utilizada no processo.

Sempre que possivel, as metodologias sintéticas devem ser planejadas para gerar
e formar substancias que possuam pouca ou nenhuma toxidade para a saude do

ser humano e do meio ambiente.

Os produtos quimicos devem ser projetados para ter maior eficiéncia na sua

utilizagdo e menor toxidez.

A utilizacdo de substancias auxiliares (ex. solventes, agentes de separagdo, etc.)

deve ser desnecessaria sempre que possivel ou inofensiva quando utilizadas.

A demanda energética para o processo deve ser avaliada com relagdo ao impacto
econdmico e ambiental. Métodos sintéticos devem ser conduzidos a temperatura

e pressao ambiente.

A matéria prima deve ser de fonte renovavel sempre que possivel tecnicamente e

economicamente.

63



* Derivagdes desnecessarias (grupos bloqueadores, prote¢ao/desprotecao e
modificagdes temporarias de processos fisico-quimicos) devem ser evitadas

sempre que possivel.

¢ Reagentes cataliticos, quanto mais seletivos, sdo superiores a reagentes

estequiomeétricos.

% Os produtos quimicos devem ser projetados para que no final da sua utilizacao

ndo persista no meio ambiente e que seus produtos de degradacdo sejam indcuos.

¢ Metodologias analiticas devem ser desenvolvidas para monitorar em tempo real o

processo com o objetivo de minimizar a formacao de substancias perigosas.

*¢ Devemos escolher as substincias e sua forma de utilizagdo em processos
quimicos levando em considera¢do minimizar o potencial de acidentes quimicos,

vazamentos € incéndios.

Os resultados obtidos na reducao do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila utilizando
S. cerevisiae e Dekera sp. para a obtencao do (§5)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila e
Pichia angusta para a obtengdo do enantidmero (R) embora excelentes, ndo foram
otimizados. Com a otimizacdo existe a possibilidade de uma grande melhoria nos
resultados obtidos e aplicagdo deste em escala industrial para a obtengdo dos inibidores

da ACE e outros farmacos.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram obtidos resultados inéditos para a reducdo microbioldgica
enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila para a preparacdo do (S)- e (R)-2-hidroxi-
4-fenil-butanoato de etila, intermediarios estratégicos para a preparagdo dos inibidores da
enzima conversora da angiotensina (ACE). A utilizagdo de leveduras de panificagdo (S.
cerevisiae) € Dekera sp. apresentaram um excelente resultado para a obtencdo do (§)-2-
hidroxi-4-fenil-butanoato de etila com conversdes de até 99%, rendimentos superiores a 65%
e excessos enantioméricos de até 100%. Com a utilizacdo de P.angusta foi obtido o (R)-2-
hidroxi-4-fenil-butanoato de etila com conversoes de até 100%, rendimentos superiores a
79%, excessos enantioméricos médios de 80%, resultados inédito para a obtengdo deste

enantiomero em meio aquoso utilizando células integras.

Existe uma grande possibilidade para a producao industrial do (R)-2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila por redug¢do microbioldgica do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila utilizando
P. angusta por ser esta uma levedura metilotrofica que pode atingir altas densidades celulares
pela utilizagdo de metanol em lugar de glicose como fonte de carbono (Walker, 1998). A
futura otimizagdo deste processo, tal como o aumento do excesso enantiomérico, depende de

um estudo mais minucioso dos parametros envolvidos tais como:

¢ Avaliacdo da atividade enzimatica durante a fase de crescimento pela substituicdo da

glicose pelo metanol como fonte de carbono para a levedura,

¢ Sendo a Pichia angusta termotolerante, temperatura ideal para crescimento de 42°C
(Walker, 1998), avaliar a atividade enzimatica durante esta fase em diversas

temperaturas.

«» Testar inibidores visando o aumento de seletividade.
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6. EXPERIMENTAL
6.1 Material e Métodos

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram registrados no
espectrofotometro Nicolet-Magna 760, utilizando pastilhas de brometo de potassio e/ou filme
em célula de cloreto de sodio. Os valores para a absor¢ao foram expressos em nimero ¢ onda,

J . ’ ’ -1
utilizando a unidade centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) foram
obtidos a 200 MHz, em um aparelho Briiker DPX 200, utilizando o nticleo de hidrogénio
residual do cloroférmio deuterado (CHCI;) como referencial interno. Os valores dos
deslocamentos quimicos foram expressos em unidades adimensionais de delta (5),
representando parte por milhdo (ppm) da freqiiéncia aplicada e os valores da constante de
acoplamento (J) foram registrados em Hertz (Hz). As éreas relativas dos sinais foram obtidas
por integragdo eletronica e os espectros de hidrogénio foram tabulados na ordem:
multiplicidade (s, singleto; d, dubleto; t, tripleto; q, quarteto; quin, quinteto; m, multipleto e
sl, sinal largo), constante de acoplamento, assinalamento de hidrogénio e numero de

hidrogénio.

Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de Carbono (RMN "°C) foram
obtidos a 50 MHz utilizando o nutcleo do carbono residual do cloroférmio deuterado (CDCls)
como referencial interno. Os valores dos deslocamentos quimicos foram expressos em
unidades adimensionais de delta (8), representando parte por milhdo (ppm) da freqiiéncia

aplicada.

Os excessos enantioméricos (ee) das reducdes enantiosseletivas dos 2-oxo-ésteres

utilizando microrganismos (MO) foram analisados no laboratério do Professor Joel Jones
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Junior utilizando Cromatografia Gasosa Quiral de Alta Resolucdo (CGQAR), em um

cromatografoVariant Star 3400 CX. As condi¢des para as analise foram:

e Coluna capilar Cyclodex B (30m x 0,25, id), fase B-ciclodextrina modificada,

fornecida pela J W Scientific (112-2532).

e Sistema de injecdo split/splitless com split (razdo de divisdo) de 40:1.

e (as de arraste: Hélio, pressao 25psi, com vazao de 40cm/s.

e Temperatura do injetor: 230°C.

e Temperatura de detector: 230°C.

e Temperatura inicial da coluna: 120°C (30 min).

e Rampa: 2°C/min.

e Temperatura final da coluna: 200°C.

e Sistema de aquisi¢ao de dados: Star Chromatography Workstation-Varian versao

Os excessos enantioméricos (ee) das reducdes enantiosseletivas dos 2-oxo-€steres
utilizando oxazaborolidianas foram analisados no laboratério de sintese de Far-Manguinhos
utilizando Cromatografia Gasosa Quiral de Alta Resolugdo (CGQAR), em um cromatdgrafo

Shimadzu. GC-14B. As condigdes para as analises foram:

e Coluna capilar Cyclodex B (30m x 0,25, id) fornecida pela J & W Scientific (112-

2532).

e Sistema de injecdo split/splitless com split (razdo de divisao) de 100:1

e (Gas de arraste: Hélio.
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e Temperatura do injetor: 230°C.

e Temperatura de detector: 230°C.

e Temperatura inicial da coluna: 120°C (30 min).

e Rampa: 2°C/min.

e Temperatura final da coluna: 200°C.

e Sistema de aquisi¢ao de dados: Class LC-10.

Os excessos enantioméricos foram calculados utilizando a seguinte equagdo:
ee=100(A; — A2)/(A| +A,) onde A;>A; e A corresponde a drea obtida no cromatograma para

o componente Ay da mistura enantiomérica.

O monitoramento das reagdes quimicas foi feito por cromatografia em camada fina
(CCF), utilizando folhas cromatograficas de silica suportadas em base de aluminio Kiesegel

60 F»s4, com espessura de 0,25mm (Merck).

A visualizagdo das substancias nas placas de CCF foi realizada sob lampada de

ultravioleta (254 nm) e/ou por imersao em solucdes reveladoras de fun¢des quimicas:

e Exposi¢do ao vapor de lodo;

e Imersdo e combustdo em solu¢do de molibdato de amoénio cérico 10%. A solucdo foi
preparada pela adi¢do de 10g de molibdato de amoénia e 0,4g de sulfato cérico em
90mL de 4gua. Adicionou-se 10mL de acido sulfurico concentrado e a solugdo

resultante amarelada foi estocada a temperatura ambiente.

Os produtos obtidos, ap6s isolamento, foram purificados por cromatografia em coluna,

empregando gel de silica 60 (70-230 ou 230-400 mesh ASTM Merck).
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A nomenclatura das substancias citadas nesta tese foi determinada pelo programa CS

CHEMDRAW ULTRA® , utilizando a base de dados Beilstein®.

A evaporacao dos solventes foi feita em evaporadores rotatérios marca Biicchi e

Biicher, e os residuos foram removidos em sistema de alto vacuo.

Os valores das rotagdes especificas foram obtidos em um polarimetro Jasco DIP-370
utilizando uma cubeta de 0,1dm de caminho 6tico e concentragdo de 1g de 2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila para 100mL de CHCIl;. A rotagdo especifica determinada para o 2-hidroxi-
4-fenil-butanoato de etila obtido por reducao utilizando S. cerevisiae foi de +19,8(1,0; CHCI3)
e a rotagdo especifica descrita na literatura para o enantiomero R que é de -15,7 (c=1,0;

CHCls) (Dao et al., 1998).

Os Microrganismos utilizados nas redugdes microbiologicas Saccharomices
cerevisiae, Dekera sp., Kluyveromyces marxianus ¢ Hansenula sp pertencem a colecao do
Departamento de Bioquimica da Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, a levedura de panificagdo marca Fleichman foi adquirida no comércio e as cepas de
S. cerevisiae selvagem, P403CD1 e P4030C pertencem a colecdo do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os
Microrganismos Aureobasidium pullulans, Candida guilliermondii, Pichia pastoris, Pichia
anomala e Pichia angusta pertencem a cole¢do do Laboratorio de Materiais de Referéncia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ).
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6.2 Experimentais
6.2.1 Obtencao das biomassas para os experimentos de reducio

Uma solugdo de 100ml de meio de crescimento celular contendo glicose (1%), extrato
de levedura (0,5%), peptona de carne (0,5%), sulfato de amonio (0,1%) e sulfato de magnésio
hepta-hidratado (0,1%) em agua destilada foi esterilizada em autoclave sob uma pressao de
0,5 atm por um periodo de 15 minutos, em seguida, a solugdo foi inoculada através da adi¢ao
de uma aliquota da cultura estoque ¢ mantida na faixa de temperatura de 25 a 28°C sob
agitacdo orbital de 150 rpm por um periodo de 48 horas. As biomassas obtidas foram
separadas por centrifugacdo a 3180 rpm por um periodo de 12 minutos e utilizadas na redugao

microbiolégica do 2-oxo-4-fenilbutanoato de etila
Concentracdes celulares aproximadas utilizadas nos experimentos:
e Saccharomices cerevisiae, Dekera sp., Kluyveromyces marxianus, Hansenula sp.,
: 3,867¢g/1 (peso seco).

e Pichia angusta, Pichia pastoris, Pichia anomala, Aureobasidium pullulans, Candida

gquilliermondii: 6,900g/1 (leitura UV, 600 nm, dilui¢ao 1:50, fator 0,5).

6.2.2 Reducio enantiosseletiva do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (2) utilizando
células livres dos seguintes microrganismos (MO): Saccharomices cerevisiae, Dekera sp.,
Kluyveromyces marxianus, Hansenula sp., Pichia angusta, Pichia pastoris, Pichia

anomala, Aureobasidium pullulans e Candida quilliermondii.

70



O OH

OEt MO OEt
o) Solugao o)

aquosa
2 6

A biomassa obtida conforme o item anterior foi adicionada a 100ml de um meio
reacional contendo glicose (5%) e cloreto de magnésio (0,1%) em agua. Apo6s 15 minutos da
adicdo do MO, foi adicionado ao meio o substrato, 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (2)
(150mg), solubilizado em etanol (1,0ml). A solucdo foi mantida sob agitagdo de 150rpm a
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas. Apds este periodo, a mistura foi
centrifugada para separacdo das células e a fase aquosa extraida com acetato de etila
(3%30ml). A fase organica obtida foi seca sobre sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada

em evaporador rotatério fornecendo em 6leo levemente amarelado.
Ry= 0,48 (eluente: CH,Cl, );
CG quiral t,= 50,25min (R), t.= 50,92min (S);

IV max. (filme) v-cm™: 3467 (v O-H), 1732 (v C=0),1214, 1100(v C-0), 701(v C=C fora do

plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCls) §: 7,20-7,30 (m, SH, Ar-H); 4,16-4,27 (m, 3H, CH(OH)CO e
CH,(OCO)CH3); 2,7 3-2,82(m, 2H, PhCH,CH2); 2,3 (s, OH); 1,93-2,09 (m, 2H, J=7,2 Hz,

CH,CH,CHOH); 1,30 (t, 3H, J=7,2 Hz, COCH,CHj).
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Rendimentos massicos obtidos:

REACAO MO ORIGEM REF. SI(JIII?:)T' 1134]?41\;];
(mg) (%)
1(1) S. cerevisiae | EQ-DEB - 108.4 97,1 (88,7)
2(7) S. cerevisiae | EQ-DEB - 155,0 | 140,0 (89,5)
3(12) S. cerevisiae | EQ-DEB - 157,8 | 133,9 (84,0)
4 (18) S. cerevisiae | Fleichman - 150,0 89.4 (56,7)
5(19) S. cerevisiae | 1Q-DBQ Selvagem 152,0 | 138,0 (90,0)
6 (20) S. cerevisiae | 1Q-DBQ Selvagem 164,0 | 147,8 (90,0)
7(21) S. cerevisiae | 1Q-DBQ P403CD1 153,0 | 118,7 (76,8)
8 (22) S. cerevisiae | 1Q-DBQ P4030C 154,1 114,9 (74,5)
9 (25) S. cerevisiae | 1Q-DBQ P4030C 162,2 | 124,0 (75.5)
10 (03) Dekera sp. EQ-DEB - 113,8 101,3 (89,0)
11 (09) Dekera sp. EQ-DEB - 163,8 122,7 (74,1)
12 (15) Dekera sp. EQ-DEB - 166,7 | 127,1 (76,0)
13 (06) Hansenula sp. | EQ-DEB - 161,3 113,7 (69,8)
14 (11) Hansenula sp. | EQ-DEB - 156,0 78,5 (49,8)
15 (13) Hansenula sp. | EQ-DEB - 175,4 92,5 (58,2)
16(10) K. marxianus | EQ-DEB - 163,3 106,4 (64,5)
17 (08) K. marxianus | EQ-DEB - 149,5 131,7 (87,0)
18 (14) K. marxianus | EQ-DEB - 158,2 | 103,0 (64,5)
19 (23) P. pastoris IQ-DBQ 162,1 129,7 (80,0)
20 (26) P. pastoris IQ-DBQ - 163,1 126,8 (78,0)
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21(29) | P.anomala | INCQS | ATCC:16.763 | 164,8 |123,7(74,3)
22(30) | P.anomala | INCQS | ATCC:16.763 | 164,9 | 131,9(79,2)
23 (31) Pangusta | INCQS | ATCC:34.438 | 1514 | 124,7(81,6)
24 (32) Pangusta | INCQS | ATCC:34.438 | 164,1 | 128,6(78,3)
15 (36) Pangusta | INCQS | ATCC:34.438 | 1604 | 130,3 (80,4)
26 (37) Pangusta | INCQS | ATCC:34.438 | 162,1 | 133,2(82,2)
27 (38) Pangusta | INCQS | ATCC:34.438 | 163,5 | 1358 (82,2)
28(33) | A pullulans | INCQS | ATCC:9.348 | 158,1 | 96,6 (61,1)
29(34) | A pullulans | INCQS | ATCC:9.348 | 157,6 | 95,12 (60,3)
30 (27) C. guill. INCQS | ATCC: 6260 | 150,0 | 102,3 (67,5)
31 (28) C. guill. INCQS | ATCC: 6260 | 159,8 | 156,7 (97,1)
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9.1 Reducao Enantiosseletiva de 2-Oxo-ésteres com Oxazaborolidina

9.1.1 Introducao

Durante a busca de alternativas para a reducao enantiosseletiva de a-ceto-ésteres foi
avaliada a possibilidade de utilizagdo do complexo BHj-oxazaborolidina, até o presente
momento inédito na literatura, para a reducdo assimétrica destes substratos. Os resultados

obtidos ndo foram otimizados, porém abrem um caminho para novas pesquisas nesta area.

As oxazaborolidinas s3o consideradas uma ferramenta importante para a sintese de
intermediarios quirais e compostos bioativos (Corey e Helal, 1998) por apresentar um
excelente desempenho na reducdo enantiosseletiva de cetonas; o, f-enonas; a, B-inonas; o-

ceto-oximas € iminas.

A enantiosseletividade observada nas reducdes utilizando oxazaborolidina foi
racionalizada por Corey e colaboradores (Corey et al., 1987a; Corey et al., 1987b; Corey et
al. 1988 e Corey 1990). O modelo mecanistico para a redu¢do explica a estereoquimica
absoluta, a notavel seletividade obtida, o grande aumento na velocidade da reacdo e a

reutilizacdo do catalisador. A proposta mecanistica ¢ mostrada no Esquema 13.
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Esquema 13: Proposta do mecanismo para a catalise enantiosseletiva de cetonas
utilizando oxazaborolidina (Corey et al., 1998).

A etapa inicial do processo ¢ a rapida ( e provavelmente reversivel) coordenag¢do do
BH3 com o dtomo de nitrogénio pela face a da oxazaborolidina 33, em que a borana adota
em relacdo ao

uma conformagdo anti substituinte em C4 do anel pirrolidinico

preferencialmente em relacdo a face f (isdmero sin), devido a maior estabilidade do
complexo formado no primeiro caso, em que ndo existe interagdes desfavoraveis entre a
borana e o anel pirrolidinico (Esquema 14). Esta orientagdo ¢ corroborada pela espectroscopia
de RMN-'""B e por difragio de Raios-X do intermediario cristalino (Corey, 1987a). A
coordenacdo da borana ao atomo de nitrogénio de 33 serve para ativar o BH; como um doador
de hidreto, aumentar a acidez do boro endociclico e potencializar a razdo de reducdo das
oxazaborolidinas como catalisadores. Na segunda etapa o substrato cetdonico, no exemplo

acima acetofenona, ¢ coordenado com o complexo 34 fortemente ativado através do par de

elétrons mais accessivel a, na posicao cis com o BH3 vicinal para formar o complexo 35. Esta
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orientagdo minimiza as interagoes estéricas entre a oxazaborolidina e a cetona além de alinhar
eletronicamente a carbonila deficiente de elétrons com a borana coordenada facilitando a
transferéncia do hidreto para a face Si da carbonila, através de um estado de transi¢do de seis

membros, para formar o produto da reducao 36 na configuracao R.

Ph - R Q
@;B‘;OJMG Ph@*BTR p
Ph N /l Ph N/ O’T’\Me
HoB—H HB—H
35a

35b

{ Aduto anti favoravel J

Q HsB Q H3B CHs
Ph \-O=] 5-0= —  Ph \O-[40=
/N CH /N
a N R ’ Ph>< i Q

{ Aduto sin desfavoravel I

Esquema 14: Estabilidade da coordenac¢io da borana com a oxazaborolidina.

A dissociagdo do produto reduzido 36 para regenerar a oxazaborolidina pode seguir

por dois diferentes caminhos:

» Reagdo do alcoxido ligado ao boro endociclico com o atomo de boro adjacente para

regenerar 33 e formar o borinato 37 ou

» Pela adi¢do de BH3 ao complexo 36 para formar a espécie 38 contendo um anel de seis
membros que ao se decompor produz o catalisador coordenado ao BH; 34 e o borinato

37.
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A reducgdo enantiosseletiva de cetonas utilizando oxazaborolidina (catalisador CBS)
segue a orientacdo mostrada no Esquema 18, em que os substituintes menores {R(S)} ficam
localizados na dire¢do do anel pirrolidinico e os substituintes maiores {R(L)} ficam
localizados na direcdo oposta para evitar interagdes estéricas entre a oxazaborolidina e o
substrato cetonico de acordo com o Esquema 17. Os a-ceto-ésteres devem possuir a mesma
seletividade facial para a adicdo do hidreto. Os substituintes menores (R») devem ficar
direcionados para cima do plano do anel da oxazaborolidina na dire¢ao do anel pirrolidinico e
o substituinte mais volumoso, no caso a carboxila, deve ficar direcionada no sentido oposto,
para baixo, facilitando adi¢do do hidreto pela face Si em que é formado preferencialmente o
a-hidroxi-alcool com configuracio R. Nestas condigdes a enantiosseletividade deve ser
direcionada para a obtenc¢do do (R)-2-hidroxi-butanoato de benzila e do (R)-2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila quando os substratos utilizados sdo 2-oxo-butanoato de benzila e 2-0x0-4-
fenil-butanoato de etila respectivamente (Esquema 15). A Me-oxazaborolidina deve ser mais
seletiva do que a oxazaborolidina devido ao maior impedimento entre o substrato e o

substituinte do boro endociclico em 35b (Esquema 14).
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Orientagéo para a redugéo de cetonas com CBS

Ph ) R
/»/o :B\OJRZ
Ph N N\=0
\
HB—H O

R3

Orientagdo provavelmente mais estavel para a
reducgao de 2-ceto-éstres com CBS

‘

Ph IR )
@38‘0
Ph N ﬁ\F

’

o
\
H.B—H 0O

Orientagéo esperada para a redugéo do
2-Oxo-butanoato de benzila com CBS

N 9o
PH N
H,B—H T

Orientagéo esperada para a redugéo do
2-Oxo0-4-fenil-butanoato de etila com CBS

Esquema 15: Enantiosseletividade esperada na reducio de 2-oxo-ésteres uitlizando
complexo BH3-oxazaborolidina.
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9.1.2 Resultados e Discussao

Foram avaliadas inicialmente as oxazaborolidina (28) e Me-oxazaborolidina (29),
provenientes do (S)-prolinol (39), na redugdo do piruvato de benzila (31), 2-oxo-butanoato de

benzila (32) e 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (2) (Figura 24).

o) _ OH
R1\)S(OR2 Catalisador R1\/HfOR2
THF
O O
2: Ry= PhCHa; Rp= Et 6: R= PhCHy; Ry= Et
ﬂ: R1=H, R2=Bn @ R1:H’ RZ:Bn
32: Ry=Me; Rp=Bn 47: R,=Me; R,=Bn
H Ph
n Phph - <Ph  Catalisador
OH — N 28: R=H, oxazaborolidina
NH B 29: R=Me, Me-oxazaborolidina
R
39

Figura 24: Estrutura das oxazaborolidinas e dos substratos.

A preparagdo do catalisador Me-oxazaborolidina, que envolve varias etapas
sintéticas (Xavier, 1996), esta descrita no Esquema 16. A primeira reagdo ¢ a formagdo do
carbamato 42, via anidrido misto, através da rea¢do da L-prolina (40) com o cloroformiato de
etila (41) utilizando como solvente MeOH na presen¢a de carbonato de potassio. Foi isolado
um liquido oleoso levemente amarelado com 83,7% de rendimento. O sucesso da
transformagdo foi observado pela presenca de sinais no espectro do infravermelho nos
nameros de onda 1750 ¢ 1701 cm™ caracteristico da presenga de éster e carbamato no produto
obtido (Espectro 11, pag. 133). Em relagdo ao RMN 'H ocorreu aparecimento de sinais a 6=
4,12 ppm e &= 1,26 ppm relativo ao grupo etila do carbamato e 6= 3,73 ppm atribuido a

metila ligada ao grupo carboxila (Espectro 10, pag. 132).
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Esquema 16: Preparaciao da Me-oxazaborolidina (29).

O difenil-prolinol 44 foi preparado através de uma reacdo de Grignard do carbamato
42 com o brometo de fenil magnésio e posterior hidrdlise alcalina do carbamato 43
fornecendo um solido branco com 92,5% de rendimento. No espectro de infravermelho do
produto formado ocorreu o aparecimento de um sinal com numero de onda de 3453 cm’
relativo a deformacgao axial de hidroxila e o desaparecimento do sinal com nimero de onda de
1750 cm™ relativo a carbonila de éster (Espectro 14, pag. 136) . Para corroborar com a
formagio do produto esperado, no RMN 'H ocorreu o desaparecimento do sinal a &= 3,71
ppm relativo a metoxila ligada a carbonila e o aparecimento de um sinal a 6= 7,33 ppm
relativo a dez hidrogénios que corresponde a adi¢do de duas fenilas a carbonila (Espectro 10,
pag. 134). O RMN "°C apresenta sinais a = 128 ppm que correspondem a absorcdo de

carbonos aromaticos (Espectro 13, pag. 135).

A hidrolise alcalina do carbamato 43 foi realizada com alcool isopropilico e hidroxido

de potassio sob refluxo por um periodo de 1 hora fornecendo um sélido levemente creme com
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90,3% de rendimento. No espectro de infravermelho do produto obtido, ocorreu o
aparecimento de um sinal com namero de onda de 3329 cm™ relativo a deformagio axial de
hidrogénio de amina secundaria e o desaparecimento do sinal com numero de onda de 1677
cm’ relativo a carbonila do carbamato (Espectro 16, pag. 138). Em relagdo ao RMN 'H
ocorreu o desaparecimento dos sinais a 6= 1,47 ppm e 6= 4,12 ppm relativos a etila ligada a
carboxila do carbamato (Espectro 15, pag. 137). Os dados analiticos acima confirmam a

formagao do produto esperado.

A (5)-1,3,2-(B-metil)-oxazaborolidina 29 foi preparado pela adigdo de
trimetilboroxina (45) sobre uma mistura do difenil-prolinol (44) dissolvido em tolueno seco.
Apo6s destilagdo azeotropica do acido metilborénico com tolueno, a mistura reacional foi
deixada atingir a temperatura ambiente em atmosfera de argénio e concentrada fornecendo

um 6leo bem viscoso levemente amarelado que foi usado imediatamente na proxima reagao.

A (B-metil)-oxazaborolidina (29) reagiu com borana fornecendo 46 com 80,0% de

rendimento.

O 2-hidroxi-butanoato de benzila racémico (47) foi obtido pela redugdo do 2-oxo-
butanoato de benzila (32) utilizando borana com rendimento de 64,0% (Figura 25). Os
enantiomeros, separados por cromatografia quiral em fase gasosa, apresentam tempos de

retengdo de 41.964 min. e 42.327min. com areas praticamente iguais ( Figura 26).
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Figura 25: Cromatograma do produto obtido pela reducio racémica do 2-oxo-butanoato
de benzila (32) utilizando borana.

A redugdo de 32 utilizando complexo BH3-oxazaborolidina & temperatura ambiente
forneceu o 2-hidroxi-butanoato de benzila com o perfil cromatografico (CG-quiral) mostrado
na Figura 18. Ocorreu um aumento da area relativa do pico com tempo de retengdo de 42.
255min. em relagdo ao pico com tempo de retengdo de 42.679min. mostrando que ocorreu

uma pequena enantiosseletividade.
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Ret. Time Width
Peak Peak Result Time Offeot Arez Sep. 1/2 Status
No Name (%) {min) (min} (counts) Code (sec) Codes
1 0.03 2,280 0.000 19713 PR 0.0
2 0.05 3.053 0.000 3055 BE 1.6
3 25,42 8,131 0.000 1626977 BB 6.4
4 0.07 2.835 0.000 4547 BB i)
5 0.02 12.349 0.000 1311 vV 4.6
5 0.03 140113 0.000 1655 VR 0.0
71 0.03 21,474 0.000 1887 BES1003
8 0.02 38.823 0.000 1032 BE 2.4
9 0.04 40.681 _ 0.000 261 BR 5.8
10 A5 B d P o 0.000 2933064 B 22
1.3 289, 32 425670 0.000 1896247 VB 13.4
Totals: 100.01 0.000 6477504

Figura 26: Cromatograma da reducdo do 2-oxo-butanoato de benzila (32) utilizando o
complexo borana-oxazaborolidina a temperatura ambiente.

O complexo BH3-Me-oxazaborolidina foi mais seletivo na redugdo de 32 quando
comparado com o complexo BHs-oxazaborolidina como ¢ mostrado na diferenca das areas

relativas (t,.= 44.166min. e t,= 44.557min.) no cromatograma da Figura 27.
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{ 44,166

?‘———— o, JJ]

*** Peak Report ***

PKNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 8.983 947 150 25.5518
2 44.166 2281 224 61.5387 ¥
3 44.557 478 44 SV i 12,9095
3706 426 100.0000

Figura 27: Cromatograma do produto obtido pela redu¢do do 2-oxo-butanoato de
benzila (32) utilizando o complexo borana-Me-oxazaborolidina a temperatura ambiente.

Nao ocorreu enantiosseletividade na reducao de 32 utilizando Me-oxazaborolidina a -

30°C (Figura 28).
— :
Eik BeglciReport ik
PKNO TIME AREA HEIGHT MK  IDNO CONC NAME
1 44.238 2705 2.9 52.0334 ¥
2 44.580 2493 245 ¥ 47.9666

5198 541 100.0000

Figura 28: Cromatograma do produto obtido pela reducio do 2-oxo-butanoato de
benzila (32) utilizando o compexo borana-Me-oxazaborolidina a -30°C.
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O cromatograma do 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila obtido por redug¢do de 2 com
borana ¢ mostrado na Figura 29. O enantidmero com configuragdo (R) apresenta tempo de

reten¢ao de 51.937min. e o (S) 52.494min.

[ ‘(/ (R)

s zggol. 937

l LN

FEE Peglk Report *F%

PENO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 515937 1060 144 50.4424 x
2 52.494 1042 136 49.5576
2102 280 100.0000

Figura 29: Cromatograma do produto obtido pela reducio racémica do 2-oxo-4-fenil-
butanoato de etila (2) utilizando borana.

\

A redugdo de 2 utilizando oxazaborolidina como indutor quiral a temperatura
ambiente forneceu o enantiomero (R) com 21% de excesso enantiomérico (Figura 30) e com a
utilizagdo de Me-oxazaborolidina ocorreu um aumento de enantiosseletividade para 52%

como ¢ mostrado na Figura 31.
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**% Peak Report ***
PKNO  TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME.
1 18.100 13 10 0.5462
S ial oy 39 19 v 1.5896
3 18.207 19 29 ¥ 0.7866
4 18.420 15 17 0.6073
5 18.438 20 18 v 0.8152
6 18.888 83 34 3.3707
7 1g.997 19 19 v 0.7581
8 51.965 1356 185 55.2802
9 52.528 889 118 36.2462
2454 442 100.0000

Figura 30: Cromatograma do produto obtido pela reducio do 2-oxo-4-fenil-butanoato

de etila (2) utilizando o complexo-oxazaborolidina a temperatura ambiente.

L / (R)
g;_ bz'eff 51.958
#k% Pegk Reporgt **#
PKNO TIME ARER HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 51.958 1299 182 76.2366 &
2 52.542 405 60 23.7634
1704 242 100.0000

Figura 31: Cromatograma do produto obtido pela reducio do 2-oxo-4-fenil-butanoato

de etila (2) utilizando o complexo-Me-oxazaborolidina a temperatura ambiente.




Nao ocorreu enantiosseletividade na reducao de 2 utilizando como indutor quiral Me-

oxazaborolidina a - 30°C (Figura 32).

/ (R)

ey 51 985

f N

*** Peak Report ***

A

KNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 51.985 953 139 50.0210 #
2 52584 952 130 49.97%0
1905 269 100.0000

Figura 32: Cromatograma do produto obtido pela reducdo do 2-oxo-4-fenil-butanoato

de etila (2) utilizando o complexo-Me-oxazaborolidina a -30°C.

Na Figura 33 ¢ mostrado o cromatograma do 2-hidroxi-propionato de benzila (48)

racémico obtido pela reducao de (31) com borana.

As redugdes de 31 utilizando os complexos BHj3-oxazaborolidina ¢ BHj3;-Me-

oxazaborolidina forneceram praticamente a mesma enantiosseletividade (17%) como ¢

mostrado nas Figuras 34 e 35.
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34.221
34.575
Ret. Tine Width
Paak Peak Result Time  Offset Area Sep.  1/2 Statys
No Name (%) (min) (min) (counts) Code (sec) Codes
1 15.01  ‘8.819 . 0.000 8027 B 357
2 42.06 34.221 0.000 22497 BYARSC 9
# 47.94 34,575 0,000 22966 VB 10.8
Totals 100.01 0.000 53490

Figura 33: Cromatograma do produto obtido pela reducdo racémica do 2-oxo-
propanoato de benzila (31) utilizando borana.
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Figura 34: Cromatograma do produto obtido pela redu¢ido do 2-oxo-propanoato de
benzila (31) utilizando o complexo borana-oxazaborolidina a temperatura ambiente.
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*** Peak Report ***

PKNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 36.408 1338 136 58.8463 4
2 36 iz 936 79: W 41,1537
2274 215 100.0000

Figura 35: Cromatograma do produto obtido pela reducio do 2-oxo-propanoato de
benzila (31) utilizando o complexo borana-Me-oxazaborolidina a temperatura ambiente.

Nao ocorreu enantiosseletividade na reducdo de 31 utilizando como indutor quiral Me-

oxazaborolidina a -30°C (Figura 36).

s, AT

—=0. b3336‘342

*+% Pogk Report ***

PENO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 36.342 1648 le4 49.4212
2 36.693 1686 139 Vv 50.5788
3334 305 100.0000

Figura 36: Cromatograma do produto obtido pela redu¢ido do 2-oxo-propanoato de
benzila (31) utilizando o complexo borana-Me-oxazaborolidina a -30°C.
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O sucesso das redugdes utilizando oxazaborolidina e borana ¢ mostrado pelo
aparecimento de um sinal com nimero de onda na regido de 3300 a 3400 cm™ relativo a
deformacdo axial de hidroxila e o desaparecimento de um sinal com numero de onda na
regido de 1743 cm™ relativo a carbonila de cetona (Espectros 9, 20, 27; pag. 131, 142, 149 ).
Para corroborar a formagdo do produto esperado, no RMN 'H ocorreu a formagdo de um
multiplete na regido de 6= 4,16 a 4,30 ppm relativo ao metino vizinho a hidroxila formada

(Espectro 8, 19, 26; pag. 130, 141, 148).

Os excessos enantioméricos dos 2-hidroxi-ésteres foram calculados utilizando
cromatografia em fase gasosa quiral de alta resolucdo. O tempo de retengdo relativo ao do
(R)-2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila foi determinado utilizando um padrio do (S)-2-
hidroxi-4-fenil-butanoato de etila puro obtido por redugdo microbioldgica cuja rotacao
especifica foi determinada por polarimetria e comparada com dados da literatura. A
metodologia aplicada para a obtengdo destes dados estd detalhada no capitulo de

Experimental em Material e Métodos.

9.1.3 Conclusao

Os resultados obtidos preliminarmente na reducdo dos 2-ceto-ésters utilizando
oxazaborolidina como indutor quiral apresentaram um aumento na enantiosseletividade na
ordem: 2-oxo-butanoato de benzila > 2-oxo0-4-feni-butanoato de etila > piruvato de benzila. O
catalisador Me-oxazaborolidina ¢ mais seletivo do que a oxazaborolidina quando a reacdo ¢
realizada a temperatura ambiente e ambos os catalisadores ndo apresentaram

enantiosseletividade a temperatura de -30°C.
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9.1.4 Experimental
Material e Métodos

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram registrados no
espectrofotometro Nicolet-Magna 760, utilizando pastilhas de brometo de potassio e/ou filme
em célula de cloreto de sodio. Os valores para a absor¢ao foram expressos em nimero ¢ onda,

J . ’ ’ -1
utilizando a unidade centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('"H-RMN) foram
obtidos a 200 MHz, em um aparelho Briiker DPX 200, utilizando o nticleo de hidrogénio
residual do cloroférmio deuterado (CHCI;) como referencial interno. Os valores dos
deslocamentos quimicos foram expressos em unidades adimensionais de delta (5),
representando parte por milhdo (ppm) da freqiiéncia aplicada e os valores da constante de
acoplamento (J) foram registrados em Hertz (Hz). As areas relativas dos sinais foram obtidas
por integragdo eletronica e os espectros de hidrogénio foram tabulados na ordem:
multiplicidade (s, singleto; d, dubleto; t, tripleto; g, quarteto; qt, quinteto; m, multipleto e sl,

sinal largo), constante de acoplamento, assinalamento de hidrogénio e nimero de hidrogénio.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Carbono (*C-RMN) foram
obtidos a 50 MHz utilizando o ntcleo do carbono residual do cloroférmio deuterado (CDCls)
como referencial interno. Os valores dos deslocamentos quimicos foram expressos em
unidades adimensionais de delta (3), representando parte por milhdo (ppm) da freqiiéncia

aplicada.

Os excessos enantioméricos (ee) das redugdes enantiosseletivas dos 2-oxo-Esteres

utilizando oxazaborolidianas foram analisados no laboratério de sintese de Far-Manguinhos
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utilizando Cromatografia Gasosa Quiral de Alta Resolugdo (CGQAR), em um cromatdgrafo

Shimadzu. GC-14B. As condi¢des para as analises foram:

e Coluna capilar Cyclodex B (30m x 0,25, id) fornecida pela J & W Scientific (112-

2532).

e Sistema de injecdo split/splitless com split (razdo de divisao) de 100:1

e @as de arraste: Hélio.

e Temperatura do injetor: 230°C.

e Temperatura de detector: 230°C.

e Temperatura inicial da coluna: 120°C (30 min).

e Rampa: 2°C/min.

e Temperatura final da coluna: 200°C.

e Sistema de aquisi¢do de dados: Class LC-10.

Os excessos enantioméricos foram calculados utilizando a seguinte equagdo:
ee=100(A; — Ay)/(A; +A;) onde A;>A; e A corresponde a area obtida no cromatograma para

o componente Ay da mistura enantiomérica.

O monitoramento das rea¢des quimicas foi feito por cromatografia em camada fina
(CCF), utilizando folhas cromatograficas de silica suportadas em base de aluminio Kiesegel

60 Fys4, com espessura de 0,25mm (Merck).

A visualizacdo das substancias nas placas de CCF foi realizada sob lampada de

ultravioleta (254 nm) e/ou por imersao em solucdes reveladoras de fungdes quimicas:

e Exposi¢do ao vapor de lodo;
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e Imersio ¢ combustdo em solu¢do de molibdato de amodnio cérico 10%. A solugdo foi
preparada pela adi¢do de 10g de molibdato de amoénia e 0,4g de sulfato cérico em
90mL de agua. Adicionou-se 10mL de acido sulfurico concentrado e a solugdo

resultante amarelada foi estocada a temperatura ambiente.

Os produtos obtidos, ap6s isolamento, foram purificados por cromatografia em coluna,

empregando gel de silica 60 (70-230 ou 230-400 mesh ASTM Merck).

A nomenclatura das substancias citadas nesta tese foi determinada pelo programa CS

CHEMDRAW ULTRA® , utilizando a base de dados Beilstein®.

A evaporacao dos solventes foi feita em evaporadores rotatérios marca Biicchi e

Biicher, e os residuos foram removidos em sistema de alto vacuo.

Os valores das rotagdes especificas foram obtidos em um polarimetro Jasco DIP-370
utilizando uma cubeta de 0,1dm de caminho 6tico e concentracdo de 1g de 2-hidroxi-4-fenil-

butanoato de etila para 100mL de CHCls.

Os solventes foram tratados e secos segundo metodologias descritas abaixo:

Secagem e Purificacdo de Solventes e Reagentes
Acido 2-oxobutatanéico — Foi purificado por destilagdo utilizando Kugelhor.

Tetraidrofurano - O solvente foi previamente agitado em poeira de soédio (ver

abaixo), submetido a refluxo e destilado em atmosfera anidra.

Diclorometano, Dimetilformamida e Trietilamina - As substancias foram mantidas
em refluxo sob agitacdo na presenca de hidreto de calcio, até terminar o desprendimento de

gas, e em seguida destiladas antes de serem utilizadas.
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Poeira de sédio: Em um baldao de fundo redondo foram adicionados 10g de sodio
metalico e 50mL de tolueno. Conectou-se uma coluna de refluxo ao baldo, o meio foi agitado
fortemente até ocorrer pulverizacdo do metal, a mistura foi deixada atingir a temperatura
ambiente mantendo a agitacdo, o tolueno foi retirado e o metal foi deixado em contato com o

THF a ser purificado.

Experimentais

9.1.4.1 Preparacio do 2-oxo-butanoato de benzila (32)

@)

h
cC o ° |
DMAP, D a
CH,Cl,, ta c P
b0
32

O
65,0%

Em um baldo de 500mL contendo 4cido 2-oxo-butandico (2,0g, 19,6mmol), alcool
benzilico (1,90g, 17,6mmol), DMAP (200mg, 0,98mmol) em diclorometano (80mL)
refrigerado com banho de gelo, foi adicionado DCC (4,43g, 21,2mmol) dissolvido em
diclorometano (70mL) por um periodo de 30 minutos através de um funil de adicdo com
equalizador de pressdo. A mistura reacional foi deixada sobre agitagdo a temperatura
ambiente por um periodo de 21 horas. A mistura reacional foi filtrada e concentrada em
evaporador rotatorio fornecendo um residuo oleoso castanho amarelado (5,7g) que foi
purificado por filtragdo em silica (“flash chromatography”) (40,0g, 70-230 MESH, coluna:
20cm (h) x 2,5cm (), fracdes: 8,0ml, fase movel CH,Cl,) fornecendo um liquido oleoso

levemente amarelado (2,29g, 65,0%).

R;= 0,62 (eluente: CH,Cl,);

106



IV max. (filme) v-cm™": 2981, 2941 (v C-H), 1730 (v C=0), 1456 (v C=C), 1272, 1100 (v C-

0), 699 (v C=C fora do plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCls) §: 7,27-7,42 (m, SH, Ar-H); 5,28 (s, 2H, CHy(Ph)OCO); 2,84 ¢

2,77 (q, J= 7,2 Hz CH;CH,CO; 1,06 (t, 3H, J=7,2 Hz, CH;CH,);

RMN "C (CDCls, 50 MHz) &: 7,98 (C.), 33,06 (Cb), 68,88 (C.), 129,67, 129,78, 129,84

(Cgpn,ijx)s 135,66 (cr), 162, 05(Cq), 195,76(C,).

9.1.4.2 Obtencao do 2-hidroxi-butanoato de benzila racémico (35)

\)OH(O\)@ BHs Me,S \/O?:(OJ@

THF, t.a.
64,0%

Em um baldo de fundo redondo de 250mL contendo 32 (2,714g, 11,23mmol) em
34,0ml de THF, refrigerado com banho de gelo em etanol, adicionou-se uma solucdo de
BH;'DMS (2,0 M em tolueno, 6,63mL, 0,47mmol) em 30mL de metanol lentamente, através
de um funil de adi¢do com equalizador de pressdo, por um periodo de 7 minutos. A mistura
reacional foi deixada agitar a temperatura ambiente por um periodo de 2 horas, quando
ocorreu o consumo total do 2-oxo-butanoato de benzila por CCF, adicionou-se 6,0mL de
metanol e a agitacdo foi mantida por mais 30 minutos a temperatura ambiente. A mistura
reacional foi concentrada a pressdo reduzida, o 6leo bruto foi filtrado em silica (40,0g, 70-230
MESH, coluna: 25cm (h) % 2,5cm (9), altura: 19cm, fragdes: 8,0ml, fase movel CH,Cly)

fornecendo o composto 47 na forma de um 6leo incolor (1,39g, 64,0%).
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R/= 0,26 (eluente: CH,Cl);

IV max. (filme) v-cm™: 3451 (v C-OH), 2968, 2937 (v C-H), 1736 (v C=0), 1456 (v C=C),
1213, 1131 (v C-0), 698 (v C=C fora do plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCl;) &: 7,3 (m, 5H, Ar-H); 5,15 (s, 2H, PhCH,0CO); 4,11-4,16 (m,
1H, J= 4,5 Hz, CH,CH(OH)CO); 2,3 (s, OH); 1,67-1,63 (m, 2H, CH;CH,CH); 0,88 (t, 3H,

J=174 Hz, CH;CH,).

9.1.4.3 Preparacao do Ester metilico da N-carboxietil-prolina (49)

Em um baldo de 100mL seco foi adicionado metanol (60,8mL), L-prolina (40) (3,50g,
30,43mmol) e carbonato de potéssio (4,01g, 30,43mmol). A mistura foi refrigerada a 0°C e
adicionou-se cloroformato de etila (41) (6,6ml, 70,0mmol), através de seringa, por um periodo
de 15 minutos. A reagdo foi mantida com agitacao a temperatura ambiente por um periodo de
24 horas. Apos este periodo, o metanol foi evaporado a pressdo reduzida, fornecendo um
solido que foi solubilizado em uma solucdo 5% de bicarbonato de sédio (30,0mL), a fase
aquosa foi extraida com acetato de etila (3x45mL), a fase organica foi seca sobre sulfato de
sodio anidro e concentrada em evaporador rotatério, fornecendo o éster metilico da N-

carboxietil-prolina (42) (5,12g, 83,7%) como um liquido oleoso levemente amarelado.

Ry= 0,26 (eluente: AcOEt/Hex 7:3);
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IV max. (filme) v-cm™: 2982, 2957 (v C-H), 1750 (v C=0 de éster), 1701 (v C=0 de amida),

1420 (C-N), 1202, 1174 (v C-0), 772 (v C-H) cm™;

RMN 'H (200 MHz/CDCly) 8: 4,33 (m, 1H, CH,CHCO); 4,07-4,19 (m, 2H, J= 7.2 Hz,
CH;CH,0CO; 3,72 (d, 3H, J= 3,0 Hz, CH;0CO); 3,49-3,57(m, 2H, CH,NCO; 1,92-2,19 (m,

4H, CH,CH,CH,CH); 1,15-1,30(m, 3H, J= 7,2 Hz, CH;CH,0CO).

9.1.4.4 Preparaciao do (S)-N-carboxietil-1,1-difenil-prolinol

| m
. n
e f |
d i [
N N9 h)
% OMe THF X OH m
O OEt 925 (@) O‘b\o' n'
a
42 43

A) Preparacdo do brometo de fenil magnésio

Magnésio em p6 (2,30g, 95,66mmol) foi adicionado em um baldo de duas bocas de
fundo redondo de 100mL, contendo uma barra de agitacio magnética. O sélido foi deixado
agitar vigorosamente sob um fluxo de argénio por um periodo de 4 horas. Apds este periodo,
adicionou-se alguns cristais de iodo, o fluxo de argdnio foi descontinuado e a mistura solida
foi aquecida utilizando uma pistola de aquecimento até ndo ocorrer mais desprendimento de
vapor violeta de iodo. O magnésio ativado foi suspenso em THF (12,0mL) e adicionou-se
uma solu¢do de bromobenzeno (5,03mL, 7,5g, 47,8mmol) em THF (18,0mL) através de

seringa lentamente por um periodo de 45 minutos. Durante a adicdo do bromobenzeno
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ocorreu desprendimento de calor suficiente para manter solu¢cdo em refluxo. A mistura foi

entdo deixada atingir a temperatura ambiente sob agitacdo por um periodo de 45 minutos.
B) Preparacao do (S)-N-carboxietil-1,1-difenil-prolinol (43)

Ao balao de fundo redondo contendo brometo de fenil magnésio, preparado
anteriormente, foi adicionado o éster metilico da N-carboxietil-prolina (42) (2,0g, 9,12mmol)
em THF anidro (11,9mL) através de seringa a 0°C por um periodo de 15 minutos. Apos 3
horas de reagdo a 0°C adicionou-se a mistura reacional uma solucdo saturada de cloreto de
amonio (20,0mL). O soélido branco formado foi deixado decantar, o precipitado foi lavado
com clorofomio (2x20mL) e a fase H,O/THF foi extraida com clorofémio (3%x20mL). As
fases orgénicas foram combinadas, extraidas com uma solucdo saturada de cloreto de sodio
(3x15mL}e secas com sulfato de sodio anidro fornecendo um 6leo que em poucos minutos

cristalizou-se como um soélido branco (3,12g; 92,5%).
Ry= 0,55 (eluente: AcOEt/Hex 4:6);

IV max. (filme) v-cm™: 3452 (v C-OH), 2986, 2963 (v C-H), 1677 (v C=0 de amida), 1449 (v

C=C), 1428 (C-N), 1107 (v C-0), 705 (v C=C fora do plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCls) 8: 7,21-7,40 (m, 10H, Ar-H); 4,91-4,97 (m, 1H, J=4,9 ¢ 3,7 Hz
CH,CHNCO); 4,08-4,15 (t, 2H, J= 7,1 Hz, CH,0CO); 3,40-3,45(m, 1H, CH,NCO); 1,94-
2,01 (m, 2H, CH,CH,CH.); 1,49-1,53 (m, 2H, CH,CHNCO); 1,23 (t, 3H, J= 7,1 Hz,

CH3CH20CO);

RMN C (CDCls, 50 MHz) 8: 15,72 (C.); 24,04(Cp); 30,75(Ce); 48,83(Ca); 63,00(Cy);
82,71(Ch):  128,22;  12823;  12826;  128,53;  12871; 128,96,  129,24;

130;59(Ci,j,1,m,n,o,i7,j’,1’,m’,n’,0,7); 144976 (Ch); 147944(Cc)
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9.1.4.5 Preparaciao do (S)-1,1-difenilprolinol (44)

D\ Ph Ph
N 1~Ph N Ph
OH \

P iPrOH ly  OH
O~ "OEt refluxo
43 90,3% a4

Em um baldo de fundo redondo de 25mL adicionou-se 43 (500,0mg, 1,47mmol),
alcool isopropilico (14,7mL) e hidréxido de potéssio (825,0mg, 22,6 mmol). A mistura
reacional foi refluxada por um periodo de 1 hora, concentrada em evaporador rotatério, o
residuo obtido foi solubilizado em 4gua (1,69mL), a fase aquosa foi extraida com cloroférmio
(3% 2,5mL) e a fase organica foi extraida com uma solu¢do aquosa de cloreto de sodio
(3x5mL), seca sobre sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatorio

fornecendo um solido levemente creme (337,0g, 90,3%).
Ry= 0,26 (eluente: AcOEt com 1 gota de Et;N);

IV max. (filme) v-cm™: 3406 (v O-H), 3329 (v N-H), 1447 (v C=C), 700 (v C=C fora do
plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCls) &: 7,13-7,26 (m, 6H, Ar-H); 7,26-7,56 (m, 4H, Ar-H); 4,22 (t,
1H, J= 7,2 Hz, CH,CHNC 2,88-3,01 (m, 2H, CH,CH,NC, N-H, O-H), 1,54-1,72 (m, 4H,

CHzCHzCHzCH),
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9.1.4.6 Preparacao da (5)-1,3,2-(B-metil)-oxazaborolidina (29) a partir do (S)-1,1-

difenilprolinol (44)

CH H Ph

Ph | BN
HPh B PhCH; - Ph

- + O (@] /O

Ly OH B B destilagao N-g
HsC O" "CH3z azeotropica CHj

44 45 2

Em um baldo 25 mL conectado a uma aparelhagem de destilagdo, foi adicionado 44
(337mg, 1,32mmol) e tolueno seco (6,7mL). A mistura foi refrigerada a -2°C, adicionou-se
trimetilboroxina (0,16mL, 1,6mmol), deixou-se atingir a temperatura ambiente e a agitacao
foi mantida por 30 minutos ocorrendo a formacdo de um precipitado branco. A mistura
reacional foi entdo aquecida e o tolueno destilado junto com o &cido metilbordnico.
Adicionou-se mais tolueno (5mL) a mistura reacional e uma nova destilagdo foi feita para
remover o restante do 4cido metilboronico formado juntamente com o tolueno. A mistura
reacional foi deixada atingir a temperatura ambiente em atmosfera de argdnio e concentrada
em evaporador rotatério fornecendo um 6leo bem viscoso levemente amarelado que foi usado

imediatamente na proxima reagao.

9.1.4.7 Preparaciao do complexo borana-($)-1,3,2-(B-metil)-oxazaborolidina (Me-

oxazaborolidina) (46)
4 Ph H Ph
=—<Ph BH5-M P
(@) 3;%8, + O
N’ N\B’
B tolueno B
CHs 80,2% - CHs
29 46
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Ao balao contendo a (S5)-1,3,2-(B-metil)-oxazaborolidina (29) obtida anteriormente foi
refrigerado a 5°C e adicionou-se 0,20 ml de BH;"DMS (2,0 M em tolueno, 0,40mmol). A
mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de 16
horas. Apoés este periodo, adicionou-se hexano (2,5mL), ocorrendo formacao de um soélido
branco. A mistura foi deixada em freezer por um periodo de 2 horas para completar a
cristalizagdo. O solido formado foi filtrado e o sobrenadante concentrado ocorrendo nova

cristalizagdo. Os cristais incolores unidos (309,8mg, 80,2%) foram estocados em freezer.

9.1.4.8 Reduc¢ao assimétrica do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila 2 com borana

utilizando Me-oxazaborolidina como indutor quiral

H Ph

= Ph
+ 0

N-g

|
0 8. CHs OH

46
OEt — OEt
0 BH;.DMS o

2 THF, t.a. 6
72,2% B

Em um baldo de fundo redondo de 15mL contendo Me-oxazaborolidina (46) (15,0mg,
0,05mmol,) em 3ml de THF em atmosfera de argénio foi adicionado 0,16 ml de BH;"DMS
(2,0 M em tolueno, 0.32mmol). O 2-oxo0-4-fenilbutanoato de etila (2) (106,2mg, 0,5mmol) em
Iml de THF foi adicionado através de seringa por um periodo de 7 minutos a temperatura
ambiente. ApoOs agitacdo por 15 minutos & temperatura ambiente, o meio reacional foi
refrigerado com banho de gelo em etanol, adicionou-se 0,4mL de metanol e deixou-se agitar

por um periodo de 1 hora. A mistura reacional foi concentrada a pressdo reduzida, o 6leo
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bruto foi filtrado em silica utilizando como fase mével CH,Cl, fornecendo o 2-hidroxi-4-fenil-
butanoato de etila (6) na forma de um 6leo incolor (76,9mg) com 72,2% de rendimento e 52%

de ee (R).
Ry= 0,48 (eluente: CH,Cl, );
CG quiral t,= 51,958min (R), t-52,542min (S);

IV max. (filme) v-cm™: 3467 (v O-H), 1732 (v C=0),1214, 1100 (v C-0), 701 (v C=C fora do

plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCLy) &: 7,25-7,31 (m, 5H, Ar-H); 4,21-4,25 (m, 3H, CH(OH)CO e
CH,(OCO)CH3); 2,57-2,79 (m, 2H, PhCH,CH2); 2,57 (s, OH); 1,98-2,19 (m, 2H, J=7,2 Hz,

CH,CH,CHOH); 1,29 (t, 3H, J=7,2 Hz, COCH,CHs).

9.1.4.9 Preparaciao do complexo borana-oxazaborolidina (49) em THF

Ph 4 Ph
B eh - _LPh
OAOH BH5.DMS o
NH IN-g
HsB_H
39 49

Em um baldo de fundo redondo de 15mL contendo difenilprolinol (39) (26,35mg,
0,104mmol) e THF (0,62mL) em atmosfera de argdnio, refrigerado com banho de gelo em
etanol, adicionou-se 0,67mL de BH;'DMS (2,0 M em tolueno, 1,34mmol) através de seringa
por um periodo de 5 minutos. A mistura foi deixada agitar a temperatura ambiente por um

periodo de 20 horas.
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9.1.4.10 Reducao assimétrica do 2-oxo-4-fenil-butanoato de etila (2) com borana

utilizando oxazaborolidina como indutor quiral

H Ph
= _LPh
O
e
H
o) s w0 OH
OEt 49 OEt
o THF, t.a. o
2 30,6% 6

O 2-ox0-4-fenil-butanoato de etila (2) (200mg, 0,97mmol) em 0,56ml de THF foi
adicionado através de seringa sobre a solucdo de 54 (26,35mg, 0,104mmol) em THF
(0,62mL), preparada anteriormente, por um periodo de 30 minutos a temperatura ambiente.
Apos agitagdo por 5 minutos a temperatura ambiente, o meio reacional foi refrigerado com
banho de gelo em etanol, adicionou-se 1,25ml de metanol e deixou-se agitar por um periodo
de 1 hora. A mistura reacional foi concentrada a pressdo reduzida, o 6leo bruto foi filtrado em
silica utilizando como fase mével CH,Cl, fornecendo o 2-hidroxi-4-fenil-butanoato de etila

(6) na forma de um 6leo incolor (72,4mg) com 36,0% de rendimento e 21% de ee (R).
Ry= 0,48 (eluente: CH,Cl, );
CG quiral t,= 51,958min (R), t—52,542min (S);

IV max. (filme) v-cm™: 3464 (v O-H), 1732 (v C=0),1213, 1101 (v C-0), 701 (v C=C fora do

plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCLy) &: 7,24-7,30 (m, 5H, Ar-H); 4,22-4,26 (m, 3H, CH(OH)CO e
CH,(OCO)CH3); 2,56-2,80 (m, 2H, PhCH,CH2); 2,57 (s, OH); 1,98-2,19 (m, 2H, J=7,2 Hz,

CH,CH,CHOH); 1,29 (t, 3H, J=7,2 Hz, COCH,CH3).
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9.1.4.11 Redugdo assimétrica do 2-oxo-butanoato de benzila (32) com borana

utilizando Me-oxazaborolidina como indutor quiral

H Ph
- _[Ph
+ O
g
HsB_ CH,
0o 40 OH
\)H(o \)YO
BH;.DMS
O THF, ta O
32 57,4 47

Em um baldo de fundo redondo de 10mL contendo 46 (16,2mg, 0,05mmol) em 1ml de
THF em atmosfera de Argdnio foi adicionado 0,16 ml de BH3;DMS (2,0 M em tolueno,
0.32mmol). O 2-oxo-butanoato de benzila (32) (100,0mg, 0,5mmol) em 1ml de THF foi
adicionado através de seringa por um periodo de 7 minutos a temperatura ambiente. Apos
agitacdo por 15 minutos, o meio reacional foi refrigerado com banho de gelo em etanol,
adicionou-se 0,4ml de metanol e deixou-se agitar por um periodo de 1 hora. A mistura
reacional foi concentrada a pressdo reduzida, o 6leo bruto foi filtrado em silica utilizando
como fase movel CH,Cl, fornecendo o 2-hidroxi-butanoato de benzila (35) na forma de um

6leo incolor (58,0mg) com 57,4% de rendimento e 65% de ee.
R/= 0,26 (eluente: CH,Cl);
CG quiral t,= 44,166min (61,5%), tr = 44,557min (12,9%);

IV max. (filme) v-cm™: 3551 (v O-H;) 2968, 2937 (v C-H), 1736 (v C=0), 1456 (v C=C),

1213, 1131 (v C-0), 698(v C=C fora do plano);
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RMN 'H (200 MHz/CDCl3) &: 7,3 (m, 5H, Ar-H); 5,15 (s, 2H, PhACH,OCO); 4,11-4,16 (m,
1H, J= 4,5 Hz, HOCHCO); 2,3 (s, OH); 1,67-1,63 (m, 2H, CH;CH,COH); 0,88 (t, 3H, J= 7,4

HZ, CH3CH)

9.1.4.12 Redugao assimétrica do 2-oxo-butanoato de benzila (32) com borana

utilizando oxazaborolidina como indutor quiral

Ph
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@) O
32 47
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2-oxo-butanoato de benzila (32) (200mg, 1,03mmol) em 0,56ml de THF foi
adicionado através de seringa sobre a solugdo 49 (26,35mg, 0,104mmol) em THF (0,62mL),
preparada anteriormente, por um periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. ApOs
agitacdo por 5 minutos atemperatura ambiente, o meio reacional foi refrigerado com banho de
gelo em etanol, adicionou-se 1,25ml de metanol e deixou-se agitar por um periodo de 1 hora.
A mistura reacional foi concentrada a pressdo reduzida, o d6leo bruto foi filtrado em silica
utilizando como fase movel CH,Cl, fornecendo o 2-hidroxi-butanoato de benzila (35) na

forma de um 6leo incolor (141,4mg) com 70,0% de rendimento e 21% de ee.
R/= 0,28 (eluente: CH,CL);

CG quiral t,= 42,255min (45,29%), tr = 42,679min (29,32%):;
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IV max. (filme) v-cm™: 3451 (v O-H;) 2968, 2937 (v C-H), 1736 (v C=0), 1456 (v C=C),
1213, 1131 (v C-0), 698 (v C=C fora do plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCl;) &: 7,3 (m, 5H, Ar-H); 5,15 (s, 2H, PhCH,0CO); 4,11-4,16 (m,
1H, J=4,5 Hz, HOCHCO); 2,3 (s, OH); 1,67-1,63 (m, 2H, CH;CH,COH); 0,88 (t, 3H, J= 7,4

HZ, CH3CH)

9.1.4.13 Preparacao do 2-oxo-propanoato de benzila (31)

g2 h
)S(OH BzOH,DCC )S(O i
b e .
DMAP,CH,Cl,, a0 d = j
0]
t.a.
70,8% 3

Em um baldao de 500mg contendo acido pirtvico (2,0g, 22,Immol), alcool benzilico
(2,14g, 19,86mmol), DMAP (0,53g, 1,106mmol) em diclorometano (80mL) refrigerado com
banho de gelo, foi adicionado DCC (4,49g, 23,92mmol) dissolvida em diclorometano (70mL)
por um periodo de 30 minutos através de um funil de adi¢do com equalizador de pressdo. A
mistura reacional foi deixada sobre agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de 20
horas. A mistura reacional foi filtrada e concentrada em evaporador rotatério fornecendo 31
como um O6leo amarelado (3,59g, 89,0%) que foi purificado por filtracdo em silica (“flash
chromatography”) (40,0g, 70-230 MESH, coluna: 20cm (h) x 2,5cm (), fragdes: 8,0ml, fase

moével CH,Cl,) fornecendo um liquido oleoso levemente amarelado (2,86g, 70,8%).
Ry= 0,67 (eluente: CH,Cly;
IV max. (filme) v-cm™: 1732 (v C=0), 1456 (v C=C), 1135 (v C-0), 698 (v C=C fora do

plano);
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RMN 'H (200 MHz/CDCly) &: 7,27-7,43 (m, 5H, Ar-H); 5,24-5,28 (s, 2H, PhCH,0CO);

2,47-2,48 (s, 3H, CH3CO);

RMN C (CDCL, 50 MHz) &: 27,84(C.); 69,10(Cy); 128,58, 129,46, 129,75, 129,81,

129,91(C); 135,55(C.); 161,64(C.); 192,63(Ch).

9.1.4.14 Obtencao do 2-hidroxi-propanoato de benzila racémico (48)

Em um baldo de fundo redondo de 25mL contendo 2-oxo-propanoato de benzila (31)
(300,0mg, 1,69mmol) em 9,74ml de THF, refrigerado com banho de gelo em etanol,
adicionou-se BH3;'DMS (2,0 M em tolueno, 1,0mL, 1,0mmol) lentamente, utilizando seringa,
por um periodo de 7 minutos. A mistura reacional foi deixada agitar a temperatura ambiente
por um periodo de 4 horas, adicionou-se 0,69mL de metanol e a agitacdo foi mantida por mais
30 minutos. A mistura reacional foi concentrada a pressdo reduzida, o oleo bruto foi
purificado por filtracdo em silica (12,0g, 230-400 MESH, coluna: 6cm (h) x 2,5cm (9),
fragoes: 8,0ml, fase movel CH,Cl,) fornecendo o 2-hidroxi-propanoato de benzila (48) na

forma de um 6leo incolor (203,0mg, 70,0%).

R/= 0,39 (eluente: CH,CL);
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IV max. (filme) v-cm™: 3346 (v O-H), 1454 (v C=C), 1012 (v C-0), 698 (v C=C fora do
plano);
RMN 'H (200 MHz/CDCls) &: 7,26-7,37 (m, 5H, Ar-H); 5,21 (s, 2H, PhCH,0CO); 4,68 (s,

OH); 4,32 (q, 1H, J= 6,9 Hz, CH;CHOH; 1,44 (d, 3H, J= 6,9 Hz, CH;CHOH.

9.1.4.15 Reducao assimétrica do 2-oxo-propanoato de benzila (31) com borana

utilizando oxazaborolidina como indutor quiral

y Ph
= _LPnh
O
+’|\I\B/
HsB_H
o) OH
49
)STOJ@ — )YOMC
THF, t.a.
’ o)
31 72,2% 48

Piruvato de benzila (31) (200mg, 2,25mmol) em 1,12ml de THF foi adicionado
através de seringa sobre a solucao de 49 (26,35mg, 0,104mmol) em THF (0,62mL), preparada
anteriormente, por um periodo de 23 minutos a temperatura ambiente. ApoOs agitagdao por 5
minutos a temperatura ambiente, o meio reacional foi refrigerado com banho de gelo em
etanol, adicionou-se 2,25ml de metanol e deixou-se agitar por um periodo de 1 hora. A
mistura reacional foi concentrada a pressao reduzida, o 6leo bruto foi filtrado em silica (12,0g,
230-400 MESH, coluna: 6cm (h) x 2,5cm (), fragdes: 9,0ml, fase movel CH,Cl,)
fornecendo o 2-hidroxi-propanoato de benzila (48) na forma de um 6leo incolor (146,6mg)

com 72,2% e 17% de ee.

Ry= 0,39 (eluente: CH,Cly);
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CG quiral t,= 34,094min (58,34%), 34,464min (41,66%);
IV max. (filme) v-cm™: 3346 (v O-H), 1454 (v C=C), 1012 (v C-O), 698 (v C=C fora do
plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCls) §: 7,26-7,37 (m, 5H, Ar-H); 5,21 (s, 2H, PhACH,0CO); 4,68 (s,

OH); 4,32 (q, 1H, J= 6,9 Hz, CH;CHOH; 1,44 (d, 3H, J= 6,9 Hz, CH;CHOH.

9.1.4.16 Reduciao assimétrica do 2-oxo-propanoato de benzila (31) com borana

utilizando como indutor quiral Me-oxazaborolidina

Em um baldo de fundo redondo de 10mL contendo 46 (15,0mg, 0,05mmol,) em 1ml
de THF em atmosfera de argonio foi adicionado 0,16 ml de BH;"DMS (2,0 M em tolueno,
0.32mmol). O piruvato de benzila (31) (100mg, 0,56mmol) em 1ml de THF foi adicionado
através de seringa por um periodo de 4 minutos a temperatura ambiente. ApoOs agitacdo por 15
minutos, o meio reacional foi refrigerado com banho de gelo em etanol, adicionou-se 0,4ml de
metanol e deixou-se agitar por um periodo de 1 hora. A mistura reacional foi concentrada a
pressao reduzida, o 6leo bruto foi filtrado em silica utilizando como fase movel CH,Cl,,
fornecendo o 2-hidroxi-propanoato de benzila (48) na forma de um oleo incolor (59,7mg)

com 59,0% e 17% de ee.
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Ry= 0,39 (eluente: CH,Cly);

CG quiral t,= 36,408min (58,84%), 36,772min (41,15%);

IV max. (filme) v-cm™: 3346 (v O-H), 1454 (v C=C), 1012 (v C-O), 698 (v C=C fora do
plano);

RMN 'H (200 MHz/CDCls) &: 7,26-7,37 (m, 5H, Ar-H); 5,21 (s, 2H, PhACH,0CO); 4,68 (s,

OH); 4,32 (q, 1H, J= 6,9 Hz, CH;CHOH; 1,44 (d, 3H, J= 6,9 Hz, CH;CHOH.
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9.1.6 Espectros
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Espectro 3: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do 4cido 2-oxo-butanéico

Current Data Parameters

NAME Paulo
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters

Date_ 500000
Time 18.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG 7930
10 32768
SOLVENT Coc13
NS 8
0s 0
SWH 4006.410
FIDRES 0. 122266
AQ 4.0894966
RG 2580.3
oW 124 BOO
DE 6.00
TE 300.0
D1 0.69999939
P1 14.00
OE 6.00
SFO1 200.1318012
NUC1 iH
PL1 0.00

F2 - Processing parameters

SI 16384
SF 200. 1300063
WOW nn
558 0
LB 0.00
GB 0
PC 1.00

i0 NMR plot parameters

cx 20.00
F1P B.773
Fi 1755.66
Fep 0.341
Fe 68.26
PPMCM 0.42157
H7OM A4 IRATA

MHz

Hz

cm
ppm
Hz
ppm
Hz

ppm/cm
H7 frm
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Espectro 4: IV (Filme) do acido 2-oxo-butandico
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Espectro 5: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl5) da substancia 32

Current Data Parameters

NAME Paulo
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date _ 500000
Time 17 .42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Oual 13
PULPROG 2930
10 32768
SOLVENT DMS0
NS 16
DS 0
ShH 4006. 410
FIORES 0.122266
AQ 4.0B34966
RG 574.7
oW 124.800
0E 6.00
TE 300.0
D1 0.699599998
P1 14,00
DE 6.00
SFO1 200 1318012
NUC1 1H
PLY 0.00

dB8

F2 - Processing parameters

51 16384

SF 200. 1300066 MHz
WOW na

558 0

L8 0.00 Hz

GB 0

PC 1.00

1D NMA plol parameters

Cx 20,00 cm
FipP B.194 ppm
Fi 1639.91 Hz
Fap 0.10B ppm
F2 21.67 Hz
PPMCM 0.40430 ppm/cm
HZCM BO.91196 Hz/cm
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amostra: ECB228/Paulo/Edson
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Espectro 6: Espectro de RMN *C (50 MHz, CDCl5) da substancia 32
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Espectro 7: IV (filme) da substancia 32
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Espectro 8: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da substancia 47

Current Data Parameters

NAME Paulo
EXPNO 13
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 500000
Time 13.40
INSTRUM spect
PROBHO 5 mm Dual 13
PULPROG zg30
TO 32768
SOLVENT oMs0
NS 16
0s 0
SWH 4006. 410
FIDRES 0.122266
A0 4.08384966
RG 456 . 1
oW 124800
DE 6.00
TE 300.0
D1 (.69995933
P1 14.00
DE 6.00
SFD1 200.1318012
NUC1 iH
PL1 0.00

F2 - Processing parameters

SI 16384
B 200. 1300206
WOM EM
558 0
LB 0.20
GB 0
PC 1.00

10 NMR plot parameters

CX 20.00
FiP 8.287
F1 1656.51
FaP -0.255
F2 -51.02
PPMCM 0.42710
HZCM B5.47646

MHZ

cm

ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm
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Espectro 9: IV (filme) da substancia 47
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LABRMN/TG-UFRJ opr.: Kaiser
1H/CDC13 - 1B/SET/2003
amostra: CEPO1/PauloB/Edson

Current Data Parameters
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Espectro 10: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) da substancia 42. Bt B5-d4BiE He/cn
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Espectro 11: IV (filme) da substancia 42.
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Espectro 12: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da substéncia 43.

Current Data Parameters

NAME Paulo
EXPNO 42
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

MHz

Hz

Date_ 500000
Time 18.07
INSTRUM spect
PROBHO 5 mm Dual 13
PULPROG 7930
0 32768
SOLVENT coc13
NS 8
0s ]
SWH 5592 .841
FIDRES 0.170680
Al 2.9285092 ¢
RG 362
al] B3. 400
1] 6.00
TE 300.0
D1 0.69999939
P1 14,00
DE 6.00
SF01 200.1320013
NUCH iH
PL1 0.00
F2 - Processing parameters
51 16384
SF 200. 1300063
WOW EM
558 0
LB 0.10
6B 0
PC 1.00

10 NMR plot parameters

CX 20.00
F1P 10 128
Fi 2026.80
F2pP -0.176
Fa -35.30
PPMCM 0.51522
HZCM 103. 11002

cm
ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/em
Hz/cm
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LABRMN/IG-UFRJ opr.: Kaiser
13c/CDC13 - 08/0UT/2003
amostra: COPO1/Paulo/Edson
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Espectro 13: Espectro de RMN "°C (50 MHz, CDCl;) da substancia 43.

Current Data Farameters

NAME Paulo
EXPND 44
FROCND 1

F2 - Acguisition Parameters

MHZ

Date_ 500000
Time 13.55
INSTRUM spect
FROBHO 5 mm Dual 13
PULPROG zopg30
10 65536
SOLVENT MeOH
NS 512
0s 2
SiH 15060. 241
FI0RES 0.229804
AU 2 1758451 s
ARG 23170.5
oW 33.200
OE B.00
TE 300.0
o1z 000002000
PL13 19.00
o1 120000005
CPOPRG2 waltzig
PCPND2 100,00
SF2 200. 1308005
NUC2 1H
PL? 0.00
PLi2 17.00
Pt 10.00
OE 6.00
SFO1 50. 3284961
NUC1 13C
PL 0.00
5] 0.03000000
F2 - Processing parameters
S1 32788
SF 50. 3226756
WOW EM
558 0
LB 1.00
Ge 0
PC 1.40

10 NMR plot parameters

CX 20.00
FiP 200.000
Fi 10064, 54
Fap 0.000
F2 0.00
PEMCM 1000000
HZCM 503.22675

cm
pom

Hz

apm

Hz
ppm/cm
Hz/em
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Espectro 14: IV (filme) da substancia 43.
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LABRMN/I3-UFRJ op.: Kaiser
1H/CDC13  14/0UT/2003
smostra: DFPQ1/Paulo/Edsan
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Espectro 15: Espectrb de RMN 'H (200 MHz, CDCls) da substancia

44.

V- EPLE

Current Data Parameters

NAME Paulo
EXPNO 48
PROCND |

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 500000

Time 18.28
INSTAUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPRDG 7g30

0 32768
SOLVENT CoCc13

NS 8

ns 0

SWH 5502.841 Hz
F1DRES 0.170680 Hz
AG £.9295092 sec
RG 181

OW B9 400 usec
oF 6.00 usec
TE 300.0 K
u}} 069999998 sec
P4 14.00 usec
1] 6.00 usec
SFO1 200.1320043 MHz
NUCH 1H

LA 0.00 B

F2 - Processing parameters

51 16304

SF 200.1300160 MHz
WOW EM

558 ]

LB 0.10 Hz

GB 0

pC 1.00

100 NMR plot parameters

Cx 20.00 cm
FiP 5.079 ppm
F1 1817 05 Hz
F2p -0.074 ppm
F2 -14 87 Hz
PPMCM 0.45768 ppm/cm
HZCM 91 55572 Hz/cm
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Espectro 16: IV (pastilha de KBr) da substancia 44.

Wavenumbers (cm-1)

138



L ABAMN/ IG-UFRJ op.: Kaiser
1H/CDC13 14/NOV/2003
amgstra: FCBA/Paulo/Edson

Current Oata Parameters

oo T ODMMW W O~~~ MUODWWor~ ~ WO uw M~ ~
MOUWS <goo oD N~MS Do o@D “ T~ NAME Paulo
—« 9 Omuu <T@~ T @M< M~MMMeMWOo T — @ EXPNO : 54
DT OO M~M= O~ OMOUMmMN QWMo ~mM o QN
MO MmMMmOod OO =t o MMAUUM MU= OCOCOO -qmm PROCND i
rl\riirén'r-dgrér-\r»' v.‘tl:vll:‘u:r[i(‘im.rﬁr’immrﬁ‘:’\j - -
) R ) ) F2 - Acquisition Parameters
“‘%‘%{%/I’J K\\\/ “&lx/m/z"’/l \‘/ Date_ 500000
I i1 Time 17.13
INSTAUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
0] PULPROG 2930
m 32768
OEt SOLVENT coci3
NS 8
0s a
0] SWH 5592.841 Hz
FIDRES 0.170680 Hz
2 4B 2.9295092 sec
A6 296
W 89,400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
: 01 068999999 sec
Pi 14.00 usec
. DE 6.00 usec
i SFO1 200, 1320013 MHz
i NUC1 iH
PL1 0.00 oA
F2 - Processing parameters
51 16384
5F 200. 1300063 MHz
| WO EM
/ 558 1]
'y‘ LB 0.20 Hz
S e e l"\-.,-._._..—___._ 6B 0
PC 1.00
| |
\ J |I | ) | 10 NMA plot parameters
2 el = cx 20.00 cn
| 2 ﬁl o F1p 8.238 pom
= lsl|lel | Fi 1648.69 Hz
Fap -0.152 ppm
F2 -30.47 Hz
A A e o LA B e O SR W I S P 0.41852 pam/cn
= t & : A 2 € % g O waw 83 95795 Hz/cn
3 3o ; - 5

Espectro 17: RMN 'H (200 MHz, CDCL;) da substancia 2.

139



| _E_n___", = T . ENEEENTUUEES L L L
75 \ A .
: 3 o) 5 | 'S || |/
-] - | Al XX |
70 Y ' OEt | 1 o LA
= = \ I i [ 1]
65 | 5 e 0 8 UL A
= i I | ' ol 9
60 — I | ' |
= 5 (| i f a
55 - ? | . 4
- i |
" g LU e
: o = : fllel | © ‘ | i
45 =) | « U | | S | FE i ,.Ih . |
- 1A g EE =il | fwd | |
g [ il T |
Q 40 =1 I il !,' I I :|' | | .
g Is . I
0 = ™ | | | O | |
§ 35° %ﬁ 18 _':|I I
= 1 DalQ-UFRJ E , 1 | ‘ | I
? 30 | FCB - Filme - Lab. 615 § | S| |
2 Tue Mar 09 15:07:55 2004 & | ) ‘ .
25 ] Number of sample scans: 32 M| : | ||l
= Number of background scans: 32 | 2 ; 3
1 Resolution: 4.000 1 |, | N
20 Sample gain: 2.0 5 U | .
R Mirror velocity: 0.6329 g & I
15 Aperture: 90.00 - | |
. Detector; DTGS KBr ' (| _
10 3 Beamsplitter: KBr I 2 ’8
. Source: IR | = ~
= o
& 8 g
= {\ S
0] =&
-5
! | ) | I ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
- _ . Wavenumbers (cm-1) - — IF

Espectro 18: IV (filme) da substancia 2.
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Espectro 19: RMN 'H (200 MHz, CDCl5) da substéncji‘%g obtida por reducdo da substancia 2 com complexo boran%-Me-oxazaborlidina.
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Espectro 20: IV (filme) da subétéll_cizi_ 6. _
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LABRAMN/IQ-UFRJ opr.: Kaiser

{H/CDC13 - 22/SET/2003

amostra; API0D/PauloB/Edson

ppm
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o

OH
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ntegral
1.0000
0.0174

L L L ., Lt LI L L L L LB L L LIS L L LR L R B e [ e R L e e |
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Espectro 21: RMN 'H (200 MHz, CDCls) do 4cido pirtvico.

4

.

2

Current Data Parameters

NAME Paulo
EXPNO 40
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 500000
Time 1B.29
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG 2930
1D 32768
SOLVENT coOc13
NS ]
0s 0
SWH 55892 . 841
FIDRES 0.170680
AG 2.9295092
RG 574 .7
Ow B839.400
DE 6.00
TE 300.0
01 0.69999939
P1 14.00
OE 6.00
SFO1 200.1320013
NUCY iH
PLA 0.00

Hz
Hz
sec

usec
usec
K
Sec
usec
usec
MHz

dB

F2 - Processing parameters

51 16384
SF 200. 1300063
WOW EM
558 0
LB 0.10
GB 0
PC 1.00

{0 NMR plot parameters

Cx 20.00
FiP 9968
F1 1994 98
FepP -0.091
F2 -18.19
PPMCM 0.50296
HZCM 100 . 65820

MHz

Hz

cm
ppm
Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm
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Espectro 22: IV (filme) do 4cido pirtivico.

Wavenumbers (cm-1)
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LABRMN/IG-UFRJ opr.:Kaiser
1H/CDC13 - 02/0UT/2003
amostra: EPI4B/Paulo/Edson

Current Data Parameters

oo m®mDOo~Mm n =< o~ o W
M @ WO~ O — O 0y <T [~ M ow o NAME Paulo
= moOBe~ND e~ o2 goa 9 EXPNO 0
a N T MmMmmomm oy I3V Y] T T w PROCNO i
M~~~ P~~~ o~ |.n ) VIS VI o
L,__"_‘_ ' / S \/ v ‘ ‘ F2 - Acquisition Parameters
= Date 500000
' Time 12.16
INSTRUM spect
0O PROBHO 5 mm Dual 13
PULPROG 2030
)J\H/O 0 32768
SOLVENT Coc13
NS a
o 0s 0
31 SWH 5582 841 Hz
—_— FIDRES 0.170BB0 Hz
AQ 2.9295092 sec
RG 362
oW 89.400 usec
OE 6.00 usec
TE 300.0 K
01 0.69999939 sec
P1 14.00 usec
DE 6.00 usec
SFO01 200.1320043 MHz
NUC1 iH
PL1 .00 dB
/— F2 - Processing parameters
51 16384
SF 200. 1300063 MHz
WOW EM
] ot 558 0
J \L J = J\ e LB 0.10 Hz
Rz = I ' L l\ GB 0
PC 1.00
|
\ ’ " — / 1D NMR plot parameters
: g g 3 S \‘]ﬁ cx 20 00 cm
g |r_,_ @ 13| < |= F1P 9.586 ppm
= - = =1 = =} Fi1 1918.36 Hz
FeP 0.525 ppm
""'|""""'|'""""I"""""|""'l'li;l-"-v"'|----IIII||||||||||||ll‘||||:lr||||; ke bl
ppm q 8 7 I 5 4 3 2 i PPMCM 0.45301 ppm/cm
1 n " HZCM 90.66021 Hz/cm
Espectro 23: RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da substancia 31. , 3
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LABRMN/IG-UFRJ apr.: Kaiser
13C/CDOC13 - 08/0UT/2003
amostra: EPI4B/PauloB/Edson

Current Data Parameters

m o O T U ST [T O o i 0, ~ NAME Paula
~ ~ w ~— ~ 0l W o wu—- o = EXENG 46
EU:? & LDU'ICDI‘N'QI'LD hflm“ & PROCND 1
8 - oo O o m @~ m ™~ )
a1 o (00 BN Y B o VAN o F I o6 o V| M M~ r~ w (ot}
- — — ot e w et F2 - Acquisition Parameters
| L\ | | Date_ 500000
\ /,/ \\/ I Time 18.01
l - | r INSTRLM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG ?gpa30
0 TD 65536
SOLVENT MeOH
o) NS 82
os ?
SHH 15080241 Hz
o) FIDRES 0.229801 Hz
i} 2 1758451 sec
31 A6 2896.3
— oW 33,200 usec
OE 6.00 usec
TE 300.0 K
o1z 0.00002000 sec
PLi3 19.00 dB
D1 1. 20000005 sec
CPOPRG2 waltzig
PCPD2 100.00 usec
gF02 200, 1308005 MHz
nNuc2 1H
P2 (.00 dB
PL12 17.00 dB
P 10.00 usec
0E 6.00 usec
SF 50 3284961 MHz
NUC 13C
PL1 0.00 dg
D11 003000000 sec
F2 - Processing parameters
51 3P 76H
SF 0. 3226/56 MHz
WOW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
1D NMR plot parameters
" ! Cx 20 00 em
F1P 200,000 ppm
Fd 10064 54 Hz
F2P 0.000 ppm
[ Eat i I L ) ! T L , X I Y ¥ = 3 > X | 2 ; L] I " = e T = 5 . I . T T I v T . Fa 0.00 Hz
ppm 180 160 140 120 100 80 60 40 20 PPMCH 10 00000 ppm/cm
A . HICM 503.22675 Hz/cm
Espectro 24: RMN Bc (50 MHz, CDCls) da substancia 31.
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% Transmittance
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Espectro 25: IV(filme) da substancia 31.
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LABRMN/IG-UFRJ 10.11.2003 operador: Rosane
RMN H-1/CDC13  amostra: HPI3AB

Paulo/Edson

N @) oo mu o } o~ ~=-0d
W v W v w o s [8)] 0oy~ o m
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a ~Oomnm=—oomw — w0~ O M~
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Current Data Parameters

NAME Paulo
EXPNO 53
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 500000
Time 18.00
INSTRUM spect
PROBHO 5 mm Dual 13
PULPROG 7030
™ 32768
SOLVENT cocl3
NS 8
0s 0
ShH 5592 B41
FIDRES 0.170680
AQ 2.5295092
RG 256
DWW 89.400
DE B.00
TE 300.0
01 0.69999999
P1 14.00
113 6.00
SFO1 2001320013
NUC1 1H
P 0.00

H
Hz
SBC

~

usec
usec
K
Sec
UsSeC
Usec
MHz

aB

F2 - Processing parameters

SI 16384
SF 200 . 1300063
WOW EM
558 0
LB 0.20
GB 0
PC 1.00

1D NMR plot parameters

Cx 20,00
F1P 8.500
F1 1701.10
F2pP 1.000
BE 200.13
PPMCM 0.37500
HZCM 75.04875

MHz

Hz

ppm/
Hz/c

Espectro 26: RMN 'H (200MHz, CDCl;) da substancia 56.
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Espectro 27: IV (filme) da substancia 56.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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