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RESUMO

Alcoois quirais sio intermediarios importantes na sintese de substincias com
atividade biologica, a saber, medicamentos, agroquimicos e feromdnios.

A redugio assimétrica de cetonas proquirais por microorganismos, especialmente
fermento de péo (Saccharomyces cerevisiae), é uma metodologia que tem se mostrado
muito Util na obtengdo de 4lcoois quirais em bons rendimentos quimicos e opticos.

Neste trabalho estudou-se a redugio assimétrica por fermento de pio de alguns
compostos carbonilicos pertencentes as seguintes classes: fenil cetonas o-alquil substituidas,
o-dicetonas, f3-ceto ésteres e derivados de ceto acidos o-substituidos.

A redugdo do benzoilacetato de etila originou o (8)-(-)-3-hidroxi-1-fenilpropionato
de etila em bons rendimentos quimicos e Opticos, o qual pode ser utilizado como
intermediario chave na sintese de substincias ativas para o tratamento da depressdo como
por exemplo a fluoxetina.

Reduziu-se também a 1-fenil-1,2-propanodiona, e verificou-se a obtengdo exclusiva
do 1,2-diol anti de configuragdo absoluta (1R,2S), em altos rendimentos quimicos e opticos.

As redugbes de (+)-2-bromopropiofenona, (+)-2-cloropropiofenona e (H)-2-
azidopropiofenona produziram os diastereoisomeros syn e anti dos 4lcoois
correspondentes, com excessos enantioméricos variaveis e geralmente com baixos
rendimentos quimicos, utilizando-se células livres de fermento de pdo. O rendimento
quimico da redugdo da (+)-2-azidopropiofenona aumentou consideravelmente de 8% para
74% a 89% ao se empregar, na redugdo, o fermento de p&o imobilizado (FPI) em crisotila e
em montmorilonita K10 respectivamente. Houve também um aumento no excesso
enantiomérico dos azido alcoois syn e anti e pode-se fazer varias reutilizagdes do FPI. A
hidrogenagéo catalitica utilizando Pd/C como catalisador, da mistura de azido alcoois syn e
anti originou o0s correspondentes isdbmeros dos amino alcoois (IR,2R)-(-)-
norpseudoefedrina e (I1R,2S)-(-)-norefedrina, os quais tem sido empregados como
supressores de apetite.

Com todos os substratos estudados observou-se que os 4lcoois obtidos condiziam
com a regra de Prelog, ou seja, o ataque do hidreto se deu através da face Re do substrato
carbonilico, levando-se em consideragdo que o grupo fenila é maior que a por¢do alquila da
molécula de substrato.
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Os excessos enantioméricos dos produtos da maioria das redugdes foram
determinados através de espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de proton na
presenga de um reagente de deslocamento quiral, Eu(hfc),.

De um modo geral as redugbes assimétricas por fermento de pdo dos varios
substratos empregados neste trabalho forneceram alcoois quirais funcionalizados em bons
rendimentos quimicos e 6pticos. Estes &lcoois podem ser utilizados como precursores na
sintese de substancias quirais com atividade bioldgica. Outras vantagens da utilizagdo do
fermento de p#o incluem a facilidade no manuseio, pronta disponibilidade e o baixo custo.
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ABSTRACT

Chira!l alcohols are important intermediates for the synthesis of biologically active
substances like pharmaceuticals, agrochemicals and pheromones.

Microbial asymmetric reduction of prochiral ketones, especially baker's yeast
(Saccharomyces cerevisiae) is a very useful methodology to obtain chiral alcohols with high
chemical and optical yields.

In this work we investigated the baker's yeast asymmetric reduction of various
carbonyl compounds including a-alkyl substituted phenyl ketones, o-diketones, B-keto
esters and o-substituted keto acid derivatives.

The baker's yeast reduction of ethyl benzoylacetate formed the ethyl (S)-(-)-3-
hydroxy-1-phenyl propionate with good optical and chemical yields, which can be used as
key intermediate in the synthesis of active substances like fluoxetine used for the treatment
of depression.

In the reduction of 1-phenyl-1,2-propanodione we observed the exclusive formation
of the 1,2-diol with relative and absolute configuration amti (1R,2S) either with high
chemical and optical yields.

The baker's yeast asymmetric reductions of (+)-2-bromopropiophenone, (+)-2-
chloropropiophenone and (+)-2-azidopropiophenone using free cells of the yeast, formed the
diastereomers syn and anti of the respective alcohols with variables enantiomeric excesses
and generally in poor chemical yields. The chemical yield of the reduction of (+)-2-
azidopropiophenone was greatly improved from 8% to 74% and 89% when immobilized
baker's yeast on chrysotile and on montmorillonite K10 respectively, were used. The
enantiomeric excesses of the azido alcohols syn and anti were also improved and the IMBY
could be reused several times. The catalytic hidrogenation of the azido alcohols mixture
using Pd/C as catalyst, formed respectively the amino alcohols (IR 2R)-(-)-
norpseudoephedrine and (1R,2S)-(-)-norephedrine, which have been used as apettite
supressants.

The Prelog's rule was observed in all baker's yeast reductions performed in this work,
i. e. hydride transfer from the coenzyme occurred to the Re face of the carbonyl compound,
taking into account that the phenyl group is larger than the alkyl moiety in the substrate
molecule.

The enantiomeric excesses of the chiral alcohols were determined through proton
nuclear magnetic resonance with chiral lanthanide shift reagent Eu(hfc),.



Generally, the baker's yeast asymmetric reduction of the substrates employed in this
work, gave functionalized chiral alcohols with good chemical and optical yields. These
alcohols can be used as chiral building blocks in the synthesis of biologically active
substances. Other advantages of using baker's yeast include easy handling, ready availability
and low cost.



INTRODUCAO - 1

I - INTRODUCAO

1.1 - Importdncia da Atividade Optica em Compostos Biolégicamente Ativos:

Ha mais de um século, Louis Pasteur foi pioneiro ao reconhecer a atividade Optica
como resultado da assimetria molecular e também ao separar os enantibmeros de uma
mistura racémical.

Nos ultimos anos, a consciéncia que moléculas Opticamente ativas so importantes
na atividade biologica de medicamentos e agroquimicos aumentou muito.

Como as enzimas do corpo sdo quirais, os enantidmeros da maioria dos
medicamentos sdo metabolizados por diferentes caminhos bioquimicos e com velocidades
diferentes. Assim € praticamente impossivel seguir as a¢Bes dos enantidmeros e seus
destinos bioguimicos quando a dose € uma mistura racémica. Também existem diferengas na
maneira como alguns individuos reagem as formas enantioméricas de um medicamento?.

Atualmente, as autoridades americanas, européias e japonesas, regulamentam a
produgéo e venda destes produtos na sua forma quiralmente pura ao invés de racematos.

Os avangos significativos obtidos no desenvolvimento de fases estacionarias quirais
para cromatografia liquida de alta eficiéncia®>* também contribuiram para esta
conscientizagdo, porque permitiram a separagio rotineira de materiais Opticamente puros a
partir da resolugfo de racematos, em quantidades adequadas para os estudos farmacologicos
dos enantidmeros!->°.

A quantidade de substéncias quiralmente puras que sio comercializadas hoje, ainda ¢
pequena. Entretanto, a tendéncia ¢ que isto venha a se modificar pois ha 5 anos atras, cerca
de 5 a 10% dos medicamentos desenvolvidos eram homoquirais (um Unico enantidmero),
agora, nas grandes companhias cerca de 60% dos medicamentos desenvolvidos so

“homoquirais. Além disso, todas as moléculas quirais que estfo sofrendo julgamentos clinicos
no momento sdo homaoquirais, o que resultara numa grande proporgdo destas substincias
alcangando o mercado em 6 a 8 anos’.

L1.1 - Tratamento Tedrico das Interacgdes entre Enantiomeros e Sistemas
Bioldgicos:

O primeiro tratamento tedrico a respeito das interagdes entre enantidmeros e
sistemas biologicos foi postulado por Pfeiffer em 1956. Ele observou que compostos quirais
muito potentes apresentavam uma grande diferenga na poténcia entre os enantidmeros € a
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partir disto formulou a seguinte regra: "quanto maior a diferenca no efeito farmacoldgico
dos isdbmeros Opticos de uma droga, menor a sua dose efetiva"s.

Supondo-se genericamente a interagio reversivel de uma droga com um receptor,
formando-se um complexo droga-receptor, o qual produz uma resposta. Diz-se nestas
condigbes que a droga € agomista pois tem uma afinidade para o receptor e também uma
atividade intrinseca neste receptor, que se manifestou através da resposta. A poténcia de
uma droga € a sua capacidade de provocar uma resposta.

Se uma outra molécula é capaz de competir com uma droga pela ligag3o ao receptor
sem apresentar uma atividade intrinseca, ela pode através disto impedir a resposta para a
droga sendo descrita como antagonista. ‘

Cada enantibmero apresenta diferentes afinidades em sua interagio com um certo
receptor. Eutomero € o enantidmero com maior afinidade pelo receptor e distdmero aquele
com menor afinidade. A razio entre eles € chamada de razio eudismica e seu logaritimo é
chamado de indice eudismico. Frequentemente ha uma correlagio linear entre o indice
eudismico e a afinidade, onde a inclinagdo de tais retas ¢ uma medida quantitativa da
estereosseletividade do sistema. Este tipo de analise foi feito para varias séries de compostos
validando a regra de Pfeiffer.

1.1.2 - Interagdo de uma droga quiral com um certo receptor:

As possibilidades de interagdo entre um certo receptor e enantidmeros podem ser
melhor compreendidas com o auxilio da Figura 1.

Considerando-se uma droga que tenha sitios abed capazes de interagir com sitios
especificos complementares ABCD em um receptor. Assim, Aa sera uma interagio
significativa enquanto Ab, Ac e Ad, serfo de importincia minima e possivelmente
repulsivas. Fixando-se a conformagdo do receptor, uma interagdo méaxima pode ser obtida
de uma combinag@o de interagdes significativas (Aa + Bb + Cc + Dd). No esquema (i) da
Figura 1, mantendo-se cada grupo a, b, ¢ e d fixos alternadamente, encontramos que o
enantidbmero R tera uma interagdo maxima (Aa + Bb + Cc + Dd) e oito interagdes
significativas simples. Igualmente, o enantidmero S tera seis interagdes significativas duplas
(por exemplo (Aa + Dd)).

Quando o isdmero R apresentar um alto grau de ajuste molecular ao receptor e
houver uma grande cooperatividade das interagdes entre este isdmero e o receptor a sua
atividade sera méaxima e consequentemente, o enantidmero S sera praticamente inativo neste

receptor.
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FIGURA 1 - Interagdes quirais com um receptor. Maiores interagdes sio indicadas como Aa. (i). Com d
fixo, 0o enantidmero R pode produzir uma interagdo maxima e 2 interagdes significativas maiores e
alternando-se o grupo fixo de cada vez, ha um total de 8 interagdes simples. (ii). O enantidbmero S produz 3
interagdes duplas significativas com d fixo. De acordo com uma mudancga conformacional no receptor (iii). o
enantidmero R agora produz 3 interagdes duplas significativas maiores e (iv). o isdbmero S tem uma interagio

maxima e 2 significativas maiores, novamente com d fixo® .
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Entretanto, mesmo onde a atividade do isomero R € maxima, podera haver alguma
afinidade entre o isdmero § e o receptor devido ao grande niimero de interagdes possiveis. A
magnitude desta afinidade dependera da importdncia relativa destas interagdes e da
cooperatividade entre elas, e neste caso o isdmero § podera ser capaz de antagonizar o
efeito da forma R pelo menos em alguma extensao.

O tratamento acima assume que n3o ha mudanga conformacional no receptor, mas
este pode ndo ser necessariamente © caso.

Em termos do nosso modelo prévio de interagido, uma mudanga conformacional pode
reorganizar os sitios no receptor (Figura 1 esquemas (iii), (iv)). Neste caso a forma § pode
tornar-se mais capaz do que a forma R de se ligar ao receptor conformacionalmente
modificado e assim o isdmero § pode se tornar o eutdmero na promog¢io de um efeito que
pode ser o mesmo ou diferente daquele provocado pelo enantidmero R.

Por muitos anos o distdmero foi tratado como uma espécie de lastro inativo em um
racemato, assumindo-se frequentemente que este racemato na pior das hipoteses
apresentaria metade da atividade do eutémero. Entretanto, como vimos acima, mesmo que
apenas um dos enantidmeros tenha atividade terapéutica isso ndo significa que o outro
isdmero seja realmente inativo, pois ele tem a funcionalidade necessaria para interagir com o
receptor e desta forma antagonizar o eutdmero ou mesmo contribuir com efeitos laterais.

Resumindo-se as consideragdes feitas acima podemos dizer que os principais motivos
para a produgdo de compostos Opticamente puros incluem®:

o Geralmente a atividade biologica desejada esta associada apenas a um dos enantidmeros.

o Os enantidmeros podem exibir diferentes atividades; ambos podem exibir atividades
benéficas ou a atividade de um pode ser benéfica e a do outro ser indesejavel. A
produgdo de apenas um enantidmero permite a separagio dos efeitos.

e O enantiomero nfo desejado € na melhor das hipoteses um lastro aplicado gratuitamente
ao meio ambiente. No caso de agroquimicos ele pode ser considerado como um poluente
ambiental.

e O composto Opticamente puro pode ser pelo menos duas vezes mais ativo que o
racemato por causa do antagonismo onde a presenga do outro enantidbmero pode inibir a
sua atuagdo.

e Para o registro de um material racémico em paises que possuem uma legislagdo mais
severa, seria necessario investigar o efeito no metabolismo de cada enantidmero
individualmente e da mistura racémica, o que aumentaria substancialmente o custo do
processo’.

A Tabela I apresenta alguns exemplos que ilustram os diferentes efeitos biologicos
apresentados por isdmeros opticos.
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Tabela I - Efeitos Biologicos de Pares Enantioméricos.

Cloranfenicol (R,R) antibacteriano®
(S,S) inativo®
Propanolol (S) agente B bloqueador®

(R) ativo como anticoncepcionall®
Paclobutrazol (2R,3R) fungicida®
(2S,3S) regulador do crescimento de

plantas®

Ibuprofen (S) analgésico®
(R) inativo®

Talidomida (S) agente teratogénico potente!

(R) ativo como sedativo e hipnotico!!

Verapamil (S) ativo contra angina e arritmiall
(R) ativo contra cancer!!

Naproxen (S) antiinflamatorio!?
(R) 11 x menos ativo que a forma S!2

Feromo6nio do Besouro Japones (R,Z) ativol3

(S,Z) inibe a agdo do outro isdmero!3

1.2.- Métodos de Obtengdo de Compostos Opticamente Puros:

Os compostos Opticamente puros podem ser preparados de varias maneiras®:

e A partir de materiais provenientes do chamado "pool" quiral (aminoacidos, alcal6ides,
acidos latico e tartarico, terpenos, carboidratos, etc), que sio materiais naturais e
disponiveis. Estes materiais podem ser transformados por sintese organica convencional,
com retengdo ou inversio de configuragdo levando ao composto Opticamente puro
desejado.

o Podem também ser obtidos através da separagio de misturas racémicas.

e A partir de sintese assimétrica com a introdugdo de um centro quiral em um substrato
proquiral.

A Figura 2 ilustra bem todas estas possibilidades.
Considerando-se as possibilidades mencionadas acima podemos dizer que a sintese

de um composto Opticamente puro tendo como materiais de partida substidncias



INTRODUCAO - 6

provenientes do "pool" quiral apresenta como principal dificuldade o fato de somente 10-
20% destas substincias estarem disponiveis a um prego acessivel na faixa de 100-250
US$/kg'4.

Pool® Quiral Bacemalos Substratos
Praguirais
Sintese Org8nica Cristalizag8o Resoclug3o Sintese
Convencional Cinética Assimétrica
Enzimatica | | Quimica
[ ! Biocatalise Catélise
Cristalizag3o Cristalizag¥o Quimica
Diasterecisomérica Preferencial I
i j
Enzimas | {Microorganismos

|

Compostos Opticamente Puros

FIGURA 2 - Métodos de obtengdo de compostos dpticamente puros.

A industria tem utilizado tradicionalmente técnicas de cristalizag@o!> para a produg@o
de compostos Opticamente puros, embora outra metodologia, a resolug@o cinética mediada
por enzimas esteja atraindo muita atengfo ultimamente!?. O desenvolvimento de
metodologias mais praticas para a sintese assimétrica e levando-se em conta que a resolugio
de racematos requer uma etapa extra no processo de separagdo (racemizag@o do isdbmero
ndo desejado para que o material de partida seja utilizado completamente); faz com que a
sintese assimétrica se transforme numa alternativa cada vez mais atraente para a obtengio
de compostos Opticamente puros*.

Uma das reagbes mais Gteis em sintese assimétrica é a redugdo de uma cetona
proquiral a um alcool Opticamente ativo!s. Os alcoois formados neste processo podem ser

utilizados no inicio de uma sintese como intermediarios na construgdo de moléculas quirais
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maiores ou podem servir como o produto final desejado diretamente!”. As redugdes
assimétricas podem ser feitas empregando-se agentes redutores quimicos quirais!®19,20,21 oy
entdo através de enzimas ou microorganismos?2.

Os métodos biologicos tem contribuido de forma decisiva para tornar as sinteses de
compostos Opticamente puros mais eficientes e seguras?. Isto € possivel através do uso de
rotas mais curtas com altas seletividades associadas as condigdes de trabalho mais suaves e
com menor formagio de residuos poluentes (por exemplo, evitando-se o uso de
catalisadores metalicos toxicos ou reagentes piroforicos)?*.

As reducdes assimétricas enziméticas e microbiolégicas, sdo topicos de particular
interésse para o trabalho que desenvolvemos. Estas redugbes fazem parte de uma
metodologia sintética denominada biotransformacéo. Nesta metodologia, substratos sdo
convertidos a produtos por meio de enzimas isoladas ou de enzimas presentes em células de
um microorganismo. Este é um campo de trabalho que esta se desenvolvendo rapidamente e

entrelaga a quimica orgnica com a bioquimica®®.
1.3 - Redugdes Assimétricas Enzimdticas:
1.3.1 - Consideracoes Gerais sobre Enzimas:

Enzimas sdo compostos, na sua maior parte proteinas, que atuam como catalisadores
quirais controlando as velocidades da maioria das reagdes biologicas?¢. Suas principais
caracteristicas como biocatalisadores sio:

« Em relagfo as reagdes ndo enzimaticas, as reagdes mediadas por enzimas podem ser
aceleradas por um fator de 1012, E aceito que esta aceleragio se deve principalmente a
estabilizag@o do estado de transicdo pela enzima?’>28. As enzimas so catalisadores muito
eficientes pois, para uma enzima tipica cada molécula de enzima pode catalisar entre 100
e 1000 reagdes por segundo®.

» As enzimas podem selecionar entre varios grupos idénticos na mesma molécula
(regiosseletividade); podem também selecionar entre grupos de reatividade similar mas
de natureza quimica diferente (quimiosseletividade); e finalmente podem selecionar entre
dois estereoisdmeros de um substrato racémico ou grupos enantiotopicos em compostos
proquirais (estereosseletividade). O conjunto destas propriedades constituem a
especificidade de uma enzima que € a sua caracteristica mais importante para exploragao
em sintese assimétrica®. Esta estereoespecificidade das enzimas decorre em parte do fato
que o substrato s6 pode se aproximar do sitio ativo da enzima por uma diregdo, pois a

estrutura da enzima bloqueia a aproximagdo por outro caminho.
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o As reacdes catalisadas por enzimas, geralmente acontecem em condigdes suaves, a
temperatura ambiente, pressdo atmosférica e proximas a pH neutro, minimizando
problemas de rearranjo, racemizagdo, isomerizagao, epimerizagdo, que frequentemente
ocorrem na metodologia tradicional®.

e As enzimas sio capazes de realizar a maioria das reagbes em quimica orgénica. As
excecdes mais notaveis incluem os rearranjos de Cope e as reagoes de Diels-Alder.

As enzimas sio classificadas conforme o tipo de reagdo que catalisam. As
oxidoredutases sdo enzimas que catalisam reagSes de 6xido-redugdo e sdo de trés tipos: as
oxidases, oxigenases e desidrogenases®!.

As oxidoredutases podem estar disponiveis nas seguintes formas??: (i) enzimas
parcial ou completamente puras, (ii) fermentos, (iii) outros microorganismos e (iv) 6rgdos de
mamiferos (figado, rim, etc.). As enzimas com maior utilidade em sintese, sdo aquelas
capazes de aceitar uma faixa estrutural grande de substratos porém retendo a habilidade de
operar estereoespecificamente em cada caso. As enzimas provenientes de orgdos de
mamiferos geralmente tem especificidades mais amplas que as enzimas provenientes de
microorganismos, mas isto pode ser compensado pela maior variedade de microorganismos
disponiveis. E possivel também acessar uma faixa estrutural variada de substratos,
empregando-se um numero limitado de enzimas cujas especificidades se entrelagam,
conforme exemplificado pela Figura 3.

As oxidoredutases e as enzimas hidroliticas (que hidrolizam grupos funcionais como
ésteres, anidridos, amidas, etc.), estio entre as enzimas mais Uteis em sintese. Estas duas
classes de enzimas, em 1989, foram responsaveis por 90% dos artigos publicados na
literatura sobre biotransformagdes3?.

As desidrogenages tem sido aplicadas na produgio de espécies marcadas
isotopicamente™, na produgdo de L-amino acidos® e principalmente em sintese na redugédo
de compostos carbonilicos. Estas enzimas sdo de particular interesse para 0 nosso trabalho

uma vez que sio elas que catalisam as reagdes de redugio (Figura 4).
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FIGURA 3 - Uma grande faixa de alcoois ¢ acessivel usando apenas trés alcool desidrogenases com
especificidades que se entrelagam apropriadamente. Abreviaturas: YADH = alcool desidrogenase de
fermento, HLADH = alcool desidrogenase de figado de cavalo, PTADH = 4lcool desidrogenase de

Pseudomonas Tesosteronii.

OH OH

0
/U\ Desidrogenase )\ ou AL
R™ "Ry NAD(P)H R™ R R™ Ry

ubstrtoroqiral o roduts Quirais

FIGURA 4 - Reagiio de redugiio de compostos carbonilicos catalisada por desidrogenase.

Para serem cataliticamente ativas, as desidrogenases em questdo necessitam de
coenzimas do tipo NADH ou NADPH (formas reduzidas de dinucleotideo nicotinamida
adenina e seu respectivo fosfato), que fornecem o equivalente quimico para a redugdo. Estas
coenzimas sio muito sensiveis e caras. De acordo com Faber3!, em 1988, o prego de um mol
de NADH estava por volta de US$ 3000 e um mol de NADPH por volta de US$ 215000.
Desta forma o uso estequiométrico destes reagentes é economicamente inviavel. A
alternativa é o uso de sistemas regeneradores in situ, que permitam o uso destas coenzimas
em quantidades cataliticas.
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A Tabela II mostra algumas desidrogenases que sdo muito utilizadas nas redug3es de
compostos carbonilicos e suas preferéncias com relagao as faces destes substratos.

Embora as enzimas apresentem um potencial muito grande como biocatalisadores, a
sua utilizag@o também apresenta algumas desvantagens. Por exemplo: as enzimas podem ser
caras e estdo sujeitas ao fendmeno de regulagdo, ou seja, a sua atividade catalitica €
fortemente influenciada pelas concentragdes de substratos, produtos e outras espécies
presentes em solugdo. Entre estes, a inibigdo das enzimas por produtos de reag@o que elas

catalisam € a manifestacio mais importante deste fendmeno®3.

Tabela XI - Especificidade das desidrogenases em relag@o as faces dos substratos

carbonilicos.
Desidrogenase Especificidade Coenzima Comercialmente
Disponivel
YADH Re NADH +
HLADH Re NADH +
TBADH Re? NADPH +
HSDH Re NADH +
CFADH Re NADPH -
MJADH Si NADPH -
LKADH Si NADPH -
PSADH Si NADH -

a5 especificidade ¢ contraria quando se utilizam cetonas pequenas como substratos.
* Abreviaturas utilizadas: YADH-dlcool desidrogenase de fermento; HLADH-4lcool desidrogenase de figado
de cavalo; TBADH-4lcool desidrogenase de Thermoanaerobium brockii, HSDH-desidrogenase de hidroxi
esterdide; CF ADH-4lcool desidrogenase de Curvularia falcata; MJADH-alcool desidrogenase de Mucor
Jjavanicus, LXADH-alcool desidrogenase de Lactobacillus kefir, PSADH-alcool desidrogenase de

Pseudomonas sp.

Outro problema é a necessidade da utilizagdo de coenzimas, ou sistemas que
promovam a regeneragdo destas. Além disto, a manipulagdo de enzimas seja durante a
utilizagio ou armazenamento é um processo bastante delicado pois elas podem se desnaturar
por varios mecanismos. Entre estes mecanismos podemos citar as mudangas na conformag&o
induzidas pela temperatura ou pelo meio ambiente, contaminagdo microbial, autooxidagdo e

finalmente destruigdo por pequenas quantidades de proteases presentes como contaminantes.
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1.3.2 - Sistemas Regeneradores de Coenzimas:

As coenzimas NADH e NADPH, tanto podem ser regeneradas por métodos
quimicos, como por métodos enzimaticos. Entretanto, 0s métodos enzimaticos geralmente
sio superiores devido a sua eficiéncia e praticidade™’.

O sistema mais empregado para regenerar NADH ¢€ o sistema Formiato/ Formiato
desidrogenase (FDH). Neste sistema a enzima FDH catalisa a reago de oxidagdo de
formiato a CO» promovendo conjuntamente a redugdo de NAD' a NADH (Figura 5). Este
¢ considerado o melhor método para regenerar NADH?6, e tem sido aplicado na produgdo

continua de L-amino acidos37.

FDH

NAD* ///,M~\\\\

HCOO- CO,

= NADH

FIGURA 5 - Sistema Formiato/ Formiato desidrogenase (FDH).

Entre as principais vantagens deste sistema temos que o formiato € um forte agente
redutor; o CO9 ndo inativa ou inibe enzimas e ndo dificulta o isolamento de produtos; o
sistema utiliza apenas uma enzima.

Como principais desvantagens deste sistema temos: o custo da FDH (US$ 65/100U
onde 1U = 1umol de NAD™ consumido/ min) e o fato desta enzima ser sensivel a
autooxidagio. Além disso a FDH apresenta baixa atividade especifica (3U/mg) e o sistema
nio aceita NADP™ como substrato.

O sistema Etanol/ Alcool desidrogenase (ADH)/ Aldeido desidrogenase (AldDH)
pode ser utilizado para regenerar tanto NADH quanto NADPH. Este sistema pode gerar
dois equivalentes de coenzima reduzida por equivalente de etanol’® (Figura 6).

Este sistema apresenta as seguintes vantagens: o sistema acoplado ¢ fortemente
redutor; o acetato gerado ndo dificulta o isolamento dos produtos; as enzimas utilizadas tem
altas atividades especificas: 400 U/mg para ADH atuando sobre a oxidagdo do etanol e 80
U/mg para AldDH atuando sobre a oxidagdo do acetaldeido.
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ADH
2 NAD(P)* RN /A‘dDH\‘ > 2 NAD(P)H

CH,;CH,OH CH5;CHO CH3CO.H

FIGURA 6 - Sistema Etanol/ Alcool desidrogenase (ADH)/ Aldeido desidrogenase (AldDH)

As desvantagens deste sistema sdo: a necessidade de se utilizar duas enzimas; o
acetaldeido desativa muitas enzimas; a AldDH n3o é muito barata (US$ 140/1000 U) e tem
que ser utilizada em excesso. Esta enzima além de ser mais sensivel € mais reativa em
relagio a NAD™ que 3 NADP.

Um sistema semelhante ao mencionado acima e que funciona bem para regenerar
NADH ¢ o sistema Metanol/ Alcool desidrogenase (ADH)/ Aldeido desidrogenase
(AldDH)/ Formiato desidrogenase (FDH). Este sistema pode regenerar 3 equivalentes de
NADH por equivalente de metanol?? (Figura 7).

3 NAD* /A_DH\‘ /AHR /FDH\'»j NADH

CH5OH HCHO HCO,- co,

FIGURA 7 - Sistema Metanol/Alcool desidrogenase (ADH)/Aldeido desidrogenase (AldDH)/Formiato
desidrogenase (FDH).

Como vantagens deste sistema temos: as enzimas s3o comercialmente disponiveis; o
CO, formado ndo desativa as enzimas nem dificulta o isolamento de produtos; o metanol ¢
um agente redutor barato.

As desvantagens deste sistema sfo: a necessidade de utilizar de 3 enzimas; a ADH e
AldDH sio muito sensiveis & autooxidagio, as atividades especificas das enzimas sdo apenas
moderadas para metanol, formaldeido e formiato.

O desenvolvimento de microorganismos, por técnicas de DNA recombinante, com
altos conteidos das duas ou trés enzimas necessarias para os dois Gltimos sistemas
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mencionados, nas proporgdes corretas para um bom resultado, tornaria estes sistemas
potencialmente econdmicos para uso em sintese em grande escala.

O sistema Glicose-6-fosfato (G-6-P)/ Glicose-6-fosfato desisdrogenase (G-6-
PDH)* (Figura 8), apresenta como principais vantagens o0 emprego de apenas uma enzima a
qual é estavel, pode ser imobilizada e tem um prego acessivel (US$ 15/ 1000 U). Além
disso, apresenta altas atividades especificas 700 U/mg para NADT e 500 U/mg para
NADP™.

As desvantagens deste sistema sdo: o 6-fosfogluconato pode dificultar o isolamento
dos produtos; a glicose-6-fosfato ¢ o 6-fosfogluconato catalisam a decomposigdo de
NAD(P)H.

Um sistema que pode ser utilizado também é o sistema Glicose/Glicose
desidrogenase (GDH)* (Figura 9). As vantagens apresentadas por este sistema s3o: a
GDH ¢ térmicamente estavel, comercialmente disponivel e pode ser imobilizada.

Adicionalmente, glicose ¢ indcua as enzimas € a NAD(P)H.

G-6-PDH

> NAD(P)H
/7~ O\

NAD(P)*

FIGURA 8 - Sistema Glicose-6-fosfato (G-6-P)/ Glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH), 6-PG = 6~

fosfogluconato.
GDH
NAD(P)* /\ > NAD(P)H

Glicose Gluconato

FIGURA 9 - Sistema Glicose/ Glicose desidrogenase (GDH).

As desvantagens apresentadas por este sistema sdo: o prego da GDH (US$ 160/1000
U); o gluconato formado pode dificultar o isolamento dos produtos.
Embora estes dois ultimos sistemas mencionados sejam os melhores para regenerar

NADPH, pode-se dizer que falta na literatura o desenvolvimento de um método barato para
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a regeneragiio desta coenzima que se compare ao sistema Formiato/ FDH utilizado para a
regeneragdo de NADH*.

Para finalizar gostaria de mencionar um sistema interessante de regeneragéo pela sua
simplicidade, o qual é empregado nas reagBes catalisadas por TBADH, LKADH e PSADH.
Este sistema utiliza a enzima tanto para catalisar a reagdo de oxidagdo de propanol 2 a
acetona regenerando a coenzima (NAD(P)H), como para catalisar a redugdo

estereoespecifica de cetonas proquirais®?#3,44(Figura 10).

OH OH
R)\R1 NAD(P)* /K
o E (N D(P >E Q
3,0 S

FIGURA 10 - Sistema regenerador das coenzimas NAD(P)H que utiliza propanol 2 como substrato. Este
sistema tem sido usado na redugio estercoespecifica de cetonas proquirais, onde E pode ser qualquer uma
das seguintes desidrogenases: TBADH (Thermoanaerobium brockii alcool desidrogenase) - NADPH,
LKADH (Lactobacillus kefir dlcool desidrogenase) - NADPH ou PSADH (Pseudomonas sp alcool
desidrogenase) - NADH.

1.3.3 - Mecanismo das Redugdes Assimétricas Enzimaticas:

Calculos tedricos*® e dados experimentais? sugerem que as redugdes enzimaticas de
um modo geral envolvem uma transferéncia direta de hidreto da posigdo 4 do anel piridinico
das coenzimas NAD(P)H para o substrato, mediada por uma desidrogenase.

Assumindo-se que a redugio acontega através de um mecanismo ordenado?,
inicialmente ocorre a formacdo de um complexo binario E-NAD(P)H entre a enzima e
coenzima. Subsequentemente o composto carbonilico proquiral A se liga com igual
probabilidade (k, = k') ao complexo E-NAD(P)H pela face Re ou Si (A e A') para gerar
dois complexos ternarios E-NAD(P)H-A e E-NAD(P)H-A' Estes dois complexos estdo
ligados com diferentes graus de firmeza (k; = k';) e podem entdo sofrer a redugdo catalitica
para originar outros dois complexos ternarios E-NAD(P)*-R e E-NAD(P)*-S, os quais se
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dissociam nos produtos R € S e no complexo binario E-NAD(P)* o qual posteriormente

também se dissocia em seus componentes (Figura 11).

k2 & k3 +
Enz-NAD(P)H-A === Enz-NAD(P}-R .._-_——E—’- Enz-NAD(P) + R
A 3 /
+All-A
kgl k
k1 ;k-1 4 / 4
Enz + NAD(P)H === Enz-NAD(P)H | Enz-NAD(P)"
A 4
k ‘1 k 1 k'4 k‘_4
AL+ A |
k'a

Enz-NAD(P) + §
k'.3

k‘
Enz-NAD(PH-A' =—=2== Enz-NAD(P}S

FIGURA 11 - Mecanismo de reagfo para redugdes catalisadas por enzimas. E = enzima, A e A' = faces

enantiotdpicas do substrato.

Uma rapida interconversio dos complexos ternarios diastereoisoméricos E-
NAD(P)H-A e E-NAD(P)H-A' comparada as velocidades do proximo passo catalitico (k,

ou k';), resultara numa redugio altamente enantiosseletiva.
1.3.3.1 - Estereoespecificidade de Desidrogenases NAD(P)H Dependentes:

Existem duas classes de desidrogenases; aquelas que transferem o hidrogénio pré-R
da posigio 4 do anel piridinico da coenzima reduzida, e aquelas que transferem o hidrogénio
pro-S (Figura 12). As primeiras sdo chamadas de enzimas A-especificas e as ultimas de B-
especificas.

Estudos utilizando RMN e cristalografia de raios X de varias desidrogenases ligadas
a NAD", sugerem que com enzimas A-especificas a coenzima se liga ao sitio ativo da enzima
numa conformagio anti entre a ligagdo nicotinamida glicosidica e o grupo amida e numa
conformagdo syn com enzimas B-especificas. Sugere-se que todas as desidrogenases
apresentam esta caracteristica.

Existem algumas hipoteses que tentam explicar esta diferenga na
estereoespecificidade das enzimas*®.

Uma proposta sugere que este fato é um acidente histérico. As enzimas que tem a

mesma estereosseletividade devem ter evoluido de um unico progenitor enzimatico e ter
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homogeneidade estrutural. Como ha duas familias de enzimas com estereoespecificidades
opostas, 0s autores sugerem que todas as desidrogenases sao derivadas de dois precursores,
os quais tem diferentes estereosseletividades e que durante a evolugdo enzimatica houve

conservagio da estereosseletividade.

FIGURA 12 - Estereoespecificidade de desidrogenases na transferéncia do hidrogénio pro-R ou pro-S das

coenzimas NAD(P)H.

Outra hipotese que ¢ consistente com a proposigdo acima, esta relacionada
com a estereoespecificidade de desidrogenases de lcoois e poliois. A familia contendo zinco
como subunidade de maior peso molecular é A-especifica e a familia sem zinco e com
subunidade de peso molecular mais baixo ¢ B-especifica.

Benner e  colaboradores®, observaram uma correlagdo  entre  as
estereoespecificidades de algumas desidrogenases e a constante de equilibrio para a reagao

enzimatica (equagao 1).

K
R(HCOH)R' + NAD(P)" é R(C=0)R' + NAD(P)H ()

A partir desta observacgdo eles postularam que compostos carbonilicos reativos (Keq
< 1011.2) s@o reduzidos com o hidrogénio pr6-R da coenzima reduzida enquanto que
compostos carbonilicos termodinamicamente mais estaveis (Keq > 10-11.2) s3o reduzidos
com o hidrogénio pro-S.

Esta proposi¢io deu origem a muita controvérsia na literatura. Wu e Houk*® através
de calculos teoricos de sistemas modelares para NADH apoiam a teoria de Benner,
enquanto que outros’%:3! discordam dela. Recentemente Bruice e Almarsson®? publicaram
um artigo onde também discordam da proposi¢do de Benner.
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1.3.4 - Regra de Prelogs:

Prelog observou que extratos livres de células de Curvularia falcata e culturas deste
microorganismo eram capazes de reduzir cetonas aliciclicas com a mesma
estereoespecificidade.

Ao comparar a configuragdo dos alcoois obtidos neste processo ele sugeriu que a
esterecespecificidade da redugio poderia ser representada por um esquema simples
mostrado na (Figura 13).

FIGURA 13 - Regra de Prelog para biotransformagdes de compostos carbonilicos. Rg = grupo grande € Rp

= grupo pequeno.

Nesta figura os grupo RG e R, adjacentes & carbonila representam respectivamente
grupos grande e pequeno. O curso estereoquimico da reagdo ocorre via transferéncia de
hidrogénio para a face Re da cetona proquiral. A sequéncia de prioridade para assinalar as
configuragdes das faces enantiotopicas da carbonila € a seguinte: 0> RG> Ry,

Entretanto é necessario uma certa cautela; pois ao utilizar a convengido de Cahn-
Ingold-Prelog para assinalar a configuragéo absoluta dos alcoois resultantes da redugdo o
grupo grande, R, pode ndo ter necessariamente maior prioridade que o grupo pequeno,
Rp, quando forem aplicadas as regras de sequéncia propostas por esta convengao.

Embora a regra de Prelog seja uma regra empirica, a maioria das desidrogenases
comercialmente disponiveis utilizadas na redugdo estereoespecifica de compostos
carbonilicos assim como grande parte dos microorganismos e entre eles o fermento de p&o,
seguem esta regra. Contudo, algumas poucas excegdes foram encontradas em relagdo a
sistemas celulares intactos o que sugere um certo cuidado ao aplicar esta regra a estes
sistemas.

1.4 - Reducdes Assimétricas Microbioldgicas:
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1.4.1 - Consideragdes Gerais:

A redugio assimétrica de compostos carbonilicos por microorganismos €
reconhecidamente um método valioso para a preparagio de alcoois quirais de excelente
pureza optica.

As consideragdes feitas nos itens anteriores para enzimas também se aplicam aqui; a
unica diferenca € que agora as enzimas fazem parte de um complexo sistema celular.

Os microorganismos se adaptam muito bem a novos ambientes e apresentam altas
velocidades de crescimento, o que facilita o seu manuseio e cultivo em grande escala sem
um custo alto.

Como citamos anteriormente os microorganismos sao fontes naturais de um grande
numero de oxidoredutases contendo adicionalmente as coenzimas necessarias as reagdes de
reducio e os caminhos metabolicos para promover a sua regeneragio.

Esta € uma das grandes vantagens de se utilizar microorganismos ao invés de
enzimas isoladas pois as células realizam o processo de regeneragdo de coenzimas
automaticamente ao passo que com enzimas isoladas, como ja vimos, € necessario empregar
sistemas regeneradores in situ.

Apesar das vantagens oferecidas por microorganismos, um argumento comum contra
a sua utilizagdo em relagdo ao uso de enzimas puras € que as reagOes mediadas por
microorganismos costumam ser muito sujas, pois o caldo fermentativo contém massa
celular, nutrientes, metabolitos usuais, e o substrato, o qual poderia ser transformado em
mais de um produto. A recuperagio do produto e do material de partida que ndo reagiu
poderia ndo ser direta ou quantitativa sendo necessaria uma purificagio.

Contudo, se a biotransformagdo for aplicada a materiais de partida baratos logo no
inicio de uma sintese, produzindo um intermediario sintético altamente funcionalizado com
excelente pureza Optica; a adogdo de uma metodologia de extragdo apropriada conduziria a
uma grande recuperag@o de produto e neste caso um processo de purificagdo posterior seria
um inconveniente muito pequeno comparado ao beneficio obtido.

Sih e Chen?’, comentam que um dos problemas que ocorrem quando se utiliza
células intactas na reduglo catalitica de cetonas, € que o processo € algumas vezes
parcialmente enantiosseletivo. Isto pode ser interpretado de duas maneiras:

e A cetona pode ser reduzida por uma unica oxidoredutase que interage com ambas as
faces do grupo carbonila, formando dois estados de transi¢do diastereoisomeéricos, um
mais favorecido do que o outro.

e« Podem estar presentes duas ou mais oxidoredutases que competem entre si, podendo

gerar alcoois de configuragdes opostas a velocidades diferentes.
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As duas possibilidades mencionadas acima podem ser distintas uma da outra
conduzindo-se a reduciio em diferentes concentragdes de substrato. No primeiro caso a
enantiosseletividade da redugdo é independente de mudangas na concentragéo do substrato,
enquanto que isto ndo ocorre no segundo caso. Na experiéncia destes autores, todas as
redugdes parcialmente enantiosseletivas em células intactas emanam da agdo combinada de
enzimas competitivas com preferéncias estereoquimicas opostas.

Nas redugdes assimétricas de compostos carbonilicos por microorganismos ¢€
essencial para uma redugfo continua que se empregue aglicares como glicose ou sacarose
como substratos auxiliares. Estes carboidratos ao serem metabolizados pela célula
promovem a redugio das coenzimas NAD(P)* através da oxidagdo da glicose via glicose-6-
fosfato (Figura 14).

Entretanto, a utilizagio de aglcares como doadores de elétrons apresenta alguns
problemas. Entre eles a formag@o de acetaldeido o qual compete com a redugio de cetonas

pelos equivalentes de redugdo, além de ser desativante para muitas enzimas.
Agucar NAD(P/*
CH3;CHO NAD(P)H

Reagao Pnn\/CH\gCHQOH

FIGURA 14 - Sistema regenerador das coenzimas NAD(P)H pelo complexo enzimatico de um

microorganismo. E = complexo enzimatico, E¢ = desidrogenase(s).

Neste sistema, a quantidade de etanol formada ¢ muito grande (200-2000 moles de
etanol por mol de cetona reduzida), o que impede que derivados volateis sejam obtidos com
um alto grau de pureza utilizando-se técnicas como destilagdo fracionada ou cromatografia
gasosa preparativa.
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A necessidade de se utilizar uma aparelhagem volumosa e a dificuldade no
isolamento de pequenas quantidades de produto contido em grandes quantidades de caldo
fermentativo, s&@o outros problemas decorrentes do emprego de agucar..

Simon e colaboradores®, sugerem que o etanol poderia ser um melhor doador de
elétrons para os microorganismos que os aglicares.

Kometani e colaboradores®S empregaram etanol como fonte de energia na redugéo
de cetonas proquirais por fermento de pdo e sugerem que NADPH ¢ regenerado através do
caminho oxidativo do etanol na presenga de oxigénio. Estes autores assumem que um
sistema semelhante ao sistema etanol/ alcool desidrogenase/ aldeido desidrogenase esteja
ativo em células de fermento do p&o.

Os resultados obtidos empregando-se etanol foram comparados com os resultados
obtidos empregando-se glicose e os autores concluiram que nos dois casos a configuragio
absoluta dos alcoois quirais obtidos foi a mesma com rendimentos opticos similares.

Torre e colaboradores®® sugeriram que cetonas podem ser reduzidas
assimétricamente pelo fermento de pdo sem a adigdo de agucar ou qualquer outro doador de
elétrons utilizando-se um grande excesso de material celular suspenso em uma pequena
quantidade de agua.

Eles compararam os resultados obtidos através dos dois métodos: com adigio de
agucar e sem adigdo de aglcar e concluiram que a porcentagem de redug@o juntamente com
o excesso enantiomérico dos alcoois obtidos eram muito préximos nos dois casos.
Entretanto, as redugdes feitas na auséncia de aglicar se mostraram mais vantajosas nos
seguintes aspectos: obtengdo de um alto rendimento do alcool num tempo mais curto (4-24
h); como o processo fermentativo ndo € muito vigoroso e além disso o volume do caldo ¢
menor, pode-se utilizar uma aparelhagem menos volumosa, com extragdo do produto menos
tediosa; o conteido de etanol no produto cru de reagdo ndo excede 20% facilitando a
purificagdo de produtos volateis pelas técnicas usuais.

De acordo com Nakamura e colaboradores®’, o poder redutor do fermento de pao
sem a adicdo de qualquer fonte de energia externa ¢é decorrente do fato deste
microorganismo ter alguns sacarideos presentes em suas células, os quais podem produzir
NADPH ao longo do caminho da pentose fosfato.

Em um trabalo mais recente, Kometani e colaboradores®® sugeriram que NADPH
pode ser regenerado em reducdes assimétricas de cetonas proquirais mediadas por fermento
de pio, utilizando-se acetato, na forma de acetato de sodio, como fonte de energia. De
acordo com estes autores, este sistema ainda ndo foi proposto na literatura para estas

biorredugdes.
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Comparou-se os resultados obtidos usando-se acetato de s6dio com os resultados
obtidos utilizando-se glicose e etanol e concluiu-se que os diferentes procedimentos nio
afetaram a estereoquimica da redugio e além disso as medidas de rotagdo Optica dos alcoois
quirais obtidos pelos trés métodos apresentaram valores bem proximos entre si.

Estes autores ainda sugerem que as reagOes para regeneracio de NADPH
provavelmente ocorram na célula do fermento de pao via o caminho oxidativo do etanol a
didéxido de carbono.

1.4.2. - Fermento de Pdo (Saccharomyces cerevisiae):

O fermento de pao encontra-se entre os microorganismos mais utilizados por
quimicos orgénicos em biotransformacSes de oxido-redugdo. Isto se deve em parte ao
conservantismo dos quimicos organicos, mas também reflete o fato que o fermento de pdo
fornecido comercialmente em padarias e supermercados possui os atributos exigidos por
estes pesquisadores, os quais incluem a pronta disponibilidade, estabilidade, versatilidade,
baixo custo, simplicidade no manuseio, nio havendo necessidade de se utilizar qualquer
equipamento especial ou o conhecimento de técnicas bioquimicas ou microbiologicas, como
seria 0 caso no emprego de qualquer outro microorganismo>?,

A utilizagdo do fermento de pado em redugdes assimétricas foi recentemente
publicada em trés artigos de revisio que cobriram de forma exaustiva os varios aspectos da
utilizagdo deste microorganismo$0.61.62

A agdo redutora do fermento de péao foi primeiramente observada por Dumas em
1874 quando ao adicionar enxofre em po a uma suspensdo fresca de fermento e aglcar, ele
verificou a liberagio de sulfeto de hidrogénio. Em 1898, também foi relatado a reducio de
furfural a élcool furfurilico pelo fermento de pdo. Em 1921, Neuberg e Hirsch relataram a
condensagd@o de benzaldeido com acetaldeido induzida por fermento de pao produzindo (-)-
1-hidroxi-1-fenil-2-propanona o qual serviu de intermediério na sintese de (-)-efedrina, que
veio a ser uma das primeiras transformagdes microbiais a ser comercializada.

O fermento de p3o é um microorganismo bastante resistente capaz de se desenvolver
numa faixa de pH ampla, 2,4-8,6, sendo que o pH 6timo para o crescimento estaria por
volta de 4,5. Ele também pode crescer dentro de uma faixa de temperatura grande, 5-37 °C
sendo que 25 °C seria a temperatura 6tima para o crescimento$3.64,

Nos ultimos anos, varios relatos publicados na literatura tem contribuido para uma
melhor compreensio dos fatores que governam a estereosseletividade nas redugdes com
fermento de pao. Sabe-se que tanto a natureza do substrato quanto as condi¢des da reagdo,
contribuem decisivamente na obtencdo de 4lcoois quirais com a configuragio desejada,
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associada a bons rendimentos quimicos e Opticos®36¢. Para quimicos organicos, modificar a
estrutura do substrato € uma tarefa bem mais simples que procurar entre os varios
microorganismos existentes um que seja apropriado para obter um composto com
determinada configuragio®’. Informagdes a respeito dos substratos naturais para as enzimas
do fermento de pdo, também sio de grande importincia na selegio de caracteristicas
estruturais para substratos nio naturais.

O conhecimento sobre a atividade especifica do fermento de pdo ainda é muito
limitada, pois ha poucos trabalhos que comparam a atividade de enzimas puras isoladas do
fermento com aquela observada para o sistema celular intacto$869,70,71,72,73 Entretanto,
trabalhos publicados nesta érea sdo essenciais para uma melhor compreensdo do processo
‘biorredutivo de forma a optimizar a enantiosseletividade deste processo, e deve ser uma
tendéncia para o futuro a fim de que as biotransformagdes com fermento de pio possam ser
melhor exploradas.

1.4.3 - Imobilizacdo de Células:

Um biocatalisador imobilizado € aquele cuja mobilidade foi restrita por métodos
fisicos ou quimicos’4. Esta limitagdo artificial da mobilidade do biocatalisador pode ser feita
através de varias maneiras, entre elas podemos citar a técnica de imobilizagdo por adsorgio.

A imobilizagdo de biocatalisadores apresenta como principais vantagens a facilidade
para o isolamento dos produtos de reagdo, a possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador,
em muitos casos, a diminuigdo dos tempos de reacio e ainda um aumento na estabilidade
operacional do microorganismo.

A adsor¢@o ¢ o método mais antigo e o mais simples para imobilizar células (ou
enzimas) em um suporte insolivel em agua. No processo de adsorgdo os biocatalisadores
sdo mantidos na superficie do suporte por forgas fisicas (forcas de van der Waals). Contudo,
nesta interagdo entre o suporte e o biocatalisador também podem estar envolvidas forgas
adicionais como pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e ligagbes idnicas
heteropolares, de forma que € muito dificil chegar a uma defini¢@o clara dos mecanismos de
adesdo de células intactas.

As caracteristicas mais atraentes da técnica de adsor¢io sio a simplicidade e
suavidade do procedimento. De fato, para estabelecer uma ligagdo adsortiva basta misturar o
suporte com uma suspensao aquosa de células por algum tempo. Uma vez que o suporte €
inerte € ndo temos nenhum reagente quimico adicional envolvido no processo, a

imobilizagdo € conduzida sob as mesmas condigdes fisiologicas nas quais as células sdo
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mantidas em suspensdo. Neste caso, as perdas na atividade catalitica enzimatica devidas ao
processo de imobilizagdo sio minimas7s.

Quando se utiliza biocatalisadores imobilizados por adsorgdo € muito importante
manter constante os pardmetros da reagHo. Isto porque uma desvantagem desta técnica é a
fraqueza relativa das forgas de adesio, onde qualquer mudanga nas condi¢des de reagdo
(concentragdo de substrato, pH, temperatura, etc.), pode ocasionar a dessor¢io do
biocatalisador.

Os suportes para imobilizagio podem ser selecionados entre uma grande variedade
de substancias orgénicas e inorganicas naturais e também entre polimeros sintéticos.

Os argilominerais sdo materiais muito promissores para a utilizacio como suportes
para a adesdo de microorganismos, pois podem oferecer uma grande éarea superficial, além
de uma grande capacidade de troca de cations, sendo também uma fonte rica de nutrientes
minerais e orgénicos as células microbiais aderidas, promovendo o seu crescimento.

Estes minerais sdo particulas de pequenas dimensdes constituidas por silicatos de
aluminio. Estruturalmente eles podem ser formados por folhas, planos ou camadas continuas
de tetraédros SiO, ordenados de forma hexagonal condensados com folhas ou camadas
octaédricas7®.

Crisotila ¢ montmorilonita sio alguns tipos de argilominerais. Crisotila apresenta
uma estrutura em camada (1:1) e montmorilonita uma estrutura também em camada (2:1),
(esta nomenclatura 1:1 e 2:1 se refere ao numero de camadas de tetraedros SiO, e de
octaédros de hidroxidos respectivamente, que entram na constitui¢do da cela unitaria do
reticulo cristalino do argilomineral).

A crisotila é um material de aplicagdes diversas. Tem sido utilizada na industria de
fibrocimento, a maior consumidora deste material; na clarificagio de fermentados alcodlicos
para a fabricag@o de vinhos, cervejas e outras bebidas; na produgio de vacinas com filtros
esterilizantes e apirogénicos na industria farmacéutica e alimenticia?’.

De acordo com Parizotto” a crisotila apresenta uma grande é4rea superficial
especifica e alta densidade de sitios adsorventes. Ele estudou as propriedades da crisotila
como suporte para fermento de pdo e observou que as células mostram uma boa fixagdo ao
suporte e que 0 processo de imobilizagdo ndo diminui a atividade das células.

A montmorilonita, além de grande area superficial, apresenta uma alta capacidade de
troca de cations (800-1200 peq/g) e em um ambiente aquoso incha de forma acentuada.

A montmorilonita K10 ¢ um catalisador 4cido altamente seletivo e eficiente para
varios tipos de reagdes, como por exemplo na alquilagio de Friedel-Crafts; desalquilagdo de
compostos aromaticos, na isomerizagio de alquil benzenos e cloragio aromatica eletrofilica.
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A montmorilonita K10 pode também ser usada no lugar de acidos minerais na esterificagdo
de acidos carboxilicos e na conversio de cetonas a enaminas’®.

Recentemente, Sarkar e colaboradores?80 relataram o uso de montmorilonita K10
como suporte de um boroidreto quiral para a redugo estereosseletiva de cetonas.

A montmorilonita também tem sido aplicada na industria petrolifera e em técnica
cromatografica industrial para a eluicio de vitamina B,,% e além disso foi empregada na
produgdio de acetona e butanol sob a forma de suporte solido para Clostridium
acetobutylicum®? e também para a adsor¢do de fermentos para a produgio de vinhos#3.

As propriedades mencionadas para crisotila e montmorilonita associadas ao baixo
custo destes materiais, boa disponibilidade e facilidade de manuseio, mostram a
potencialidade destes argilominerais como suportes para biocatalisadores em redugdes
assimétricas.

L5 - Métodos Analiticos para Determinagdo da Pureza Enantiomérica:

A enantiosseletividade de uma transformacio pode ser expressa através da pureza
optica (po), Equagdo 2, ou do excesso enantiomérico (ee), Equagdo 3. Nos casos em que a
rotagdo Optica maxima de um certo enantidmero é conhecida, entdo a pureza dptica iguala-
se a0 excesso enantiomérico®®. A diferenca basica entre estas duas grandezas ¢ que a pureza
optica baseia-se em métodos polarimétricos classicos, os quais estdo sujeitos a algumas
incertezas, a0 passo que excesso enantiomérico baseia-se em técnicas como RMN,
cromatografia gasosa (CG) ou liquida (CLAE), as quais de acordo com a literaturads, sdo
mais precisas.

fot] mistura
po = X IOO (2)
[a] enantibmero puro
ee = A - 5] x 100 3)
[R] + [S]

A rotag@o Optica de uma substincia em um determinado comprimento de onda é uma
propriedade fisica importante para o estudo de um sistema quiral®. Isto porque ela permite
que se relacione os dados obtidos aqueles acumulados na literatura cientifica, possibilitando
a identificagdo desta substancia e também como ja dissemos, a determinacdo da sua pureza
enantiomérica.
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As principais vantagens em medir-se a rotagdo optica de uma amostra em relagio a
outros métodos dizem respeito ao baixo custo da instrumentago; facilidade para adquirir a
medida e recuperar a amostra apds a realizacio da mesma. A comparagdo das medidas de
rotagdo optica da amostra com os dados de compostos conhecidos € a maneira mais facil e
rapida de assinalar a configuragio de uma determinada substéancia.

A rotagdo Optica costuma ser representada da seguinte forma:

[a]; = -—9—-— (4)

Onde os pardmetros da medida sio-

a = medida do 4ngulo de rotagio do plano da luz polarizada em graus

t = temperatura

A = comprimento de onda

1= comprimento da cela em dm

¢ = concentragdo em g/100ml.

Para que a magnitude de rotagdo Optica de uma certa amostra possa ser comparada
de maneira confiivel com os dados publicados na literatura é necessario que os parametros
utilizados para a medida sejam iguais ou muito proximos aos pardmetros da medida que se
quer comparar, pois a medida de rotagdo Optica pode variar com a temperatura,
concentragdo da amostra, comprimento de onda e com o solvente empregado para dissolver
a amostra.

Compostos com pequenos valores de rotagdo éptica, na presenga de uma impureza
com um grande valor de rotagio optica pode gerar uma pureza o6ptica enganosa. A
dificuldade em saber se os valores de rotagdo Optica publicados na literatura sio confidveis
ou nao, sao outros problemas decorrentes desta técnica.

Apesar dos problemas mencionados, a medida de rotagdo Optica de uma amostra ¢
um metodo bastante conveniente pelas vantagens ja mencionadas e uma vez observados os
cuidados relativos aos parimetros da medida, pode-se obter um valor de pureza Optica
bastante satisfatorio.

Nos altimos 5 anos grandes progressos foram feitos em relagio ao desenvolvimento
de métodos de analise mais sensiveis e precisos para CG e CLAE. No controle de qualidade
de produtos farmacéuticos e de quimica fina, os métodos baseados em CG sio preferidos
porque sdo mais precisos que métodos baseados em RMN.

A determinagio do excesso enantiomérico usando-se técnicas de RMN, requer a
utilizagdo de um auxiliar quiral que converta a mistura de enantidmeros em uma mistura
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diastereoisomérica. Os diastereoisomeros desta mistura devem apresentar diferentes
deslocamentos quimicos dos sinais, os quais ao serem integrados ddo uma medida direta da
composicdo  diastereoisomérica que esta diretamente relacionada a composigio
enantiomérica da mistura original.

Ha trés tipos de auxiliares quirais que sio utilizados: reagentes de deslocamento
quiral lantanideos (CLSR), agentes quirais de solvatagdo e agentes para derivatizagio quiral.
Os dois primeiros formam complexos diastereoisoméricos in situ com substratos
enantioméricos e podem ser usados diretamente. O Gltimo tipo requer a formagio separada
dos diastereoisomeros antes da analise por RMN, devendo-se evitar que ocorra resolugio
cinética ou racemizagio do agente derivatizante durante a derivagio.

A adig@o de um CLSR a um composto orgénico pode resultar em deslocamentos das
ressondncias para campos baixo ou alto, cuja dimensdo € determinada pela distincia de um
certo tipo de proton do grupo doador. Entre os CLSR o derivado de Tris[3-
(heptafluoropropilhidroximetileno)-(+)-canforato de europio III, (Eu(hfc),) (1), é um dos
mais utilizados (Figura 15).

FIGURA 15 - Reagente de deslocamento quiral (+)-Eu(hfc)s (1) usado para determinago de excesso

enantiomérico.
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II - OBJETIVO:

Tendo em vista as qualidades do fermento de péo (Saccharomyces cerevisiae) como
"agente redutor”, que atua sob condi¢des de reagdo suaves, apresenta baixo custo, e esta
prontamente disponivel, o objetivo deste trabalho é utilizar este microorganismo para
reduzir assimétricamente compostos carbonilicos do tipo PhCOX (onde X pode ser COCH,,
COPh, CO,Et, CH,CO,Et, CONH,, COCN, CHCICH,, CHBrCH,, CHN,CH,, etc.), com a
finalidade de se obter lcoois quirais Opticamente puros, os quais por sua vez possam
apresentar utilidade como materiais de partida na sintese de compostos com atividade
bioldgica.
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Il - RESULTADOS E DISCUSSAO:

/1.1 - Redugdo de Benzoilacetato de Etila (2) por Fermento de Pdo:

O O OH

OEt Fermento de . OEt
Pio

ESQUEMA I

Preparamos o benzoilacetato de etila (2) de acordo com o método descrito na
literatural. Os espectros de IV e RMN-!H de 2 estavam de acordo com aqueles descritos na
referéncia supracitada.

Submetemos 2 a redugdio por fermento de pdo, a qual originou o 3-hidroxi-3-
fenilpropionato de etila (3) cujos dados espectrais estdo concordantes com os descritos na
literatura2.

Kenyon e col 3 atribuiram a configura¢io (R) ao centro quiral do (+)-3 [a]?° + 19,20
(c 1,0 CHCI,). Por analogia a estes resultados, o hidroxiester (3) por nés obtido apresenta a
configuragdo do centro quiral oposta, ou seja, (S) devido ao sinal de rotagdo Optica
apresentado pelo mesmo: [o]20, - 41,00 (¢ 1,6 CHCI,) para o hidroxiester obtido através do
método A e [a]?%, - 44,8° (c 1,3 CHCI,) para o hidréxiester obtido através do método B.

Ridley e col.2 reduziram 2 com fermento de pdo por um método semelhante ao
método A obtendo 3 em 70 % de rendimento, o qual apresentou [a]?°, - 25,8° (¢ 1,3
CHCI;). Estes autores baseando-se no valor de rotagdo Optica publicado por Kenyon e col.,
mencionados acima, consideraram o hidroxiester por eles obtido como enantioméricamente
puro.

Entretanto o maior valor de rotagio Optica publicado na literaturat para 3 ¢
[a]??; -54,9° (c 3,5 CHCL,). Foi neste resultado que nos nos baseamos para calcular a
pureza optica (po) de 3, obtido através dos métodos A e B que constam da Tabela I11.

Vale a pena mencionar que Soai e col.5 reduziram 2 com boroidreto de litio quiral,
obtendo 3, o qual apresentou [a]??, - 40,8° (c 1,3 CHCIL;) e para o qual os autores
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determinaram um excesso enantiomérico (ee) de 86% através de RMN-1H dos ésteres de
Mosher correspondentes.

Tabela III - Resultados da Redugdo de 2 por Fermento de Pio.

Meétodo? RO/% pol%
A 49 75
B 30 82

#Método A (Redugdo na presenga de agicar e sulfato de zinco), Método B (Redugdo sem aditivos).

Tendo em vista a observagio acima é possivel que os valores de pureza Optica da
Tabela III estejam subestimados em relagio ao rendimento optico real nas redugdes de 2
pelos métodos A e B.

Outros grupos de pesquisa%’-8 reduziram 2 com fermento de péo e seus resultados
ndo diferem de forma significativa dos nossos.

Kumar e col.7-%10 utilizaram 3 proveniente da reduciio de 2 com fermento de péo
como intermediario chave na sintese de (R)-Tomoxetina 4, (R) e (S)-Fluoxetina 5§ e (R)-
Tiazesim 6. Estas substincias sio utilizadas na sua forma racémica como antidepressivos
(Esquema II). O isémero 4 ¢ nove vezes mais potente que o seu enantibmero. Ambos os
enantibmeros da fluoxetina apresentam atividade. Contudo, estudos in vitro indicaram que 0
isbmero (S) € 50% mais potente do que seu enantidmero'-!2. A fluoxetina ¢ uma droga que
se mostra promissora para o tratamento de ansiedade, panico crénico, alcoolismo e
desordens do apetite como bulimia e obesidade.

Chénevert e col %13 através de outra rota também sintetizaram os isdmeros R) e (S)
da fluoxetina (5) através de 3 proveniente da redugdo de 2 por fermento de pio.

Como a fluoxetina parece ser uma droga bastante eficaz no tratamento da depressido
e de outras doengas, isto despertou o interésse dos cientistas, cujo resultado é a publicacio
de varias sinteses enantiosseletivas desta substincia em revistas bem conceituadas
cientificamente. Os trabalhos publicados por Corey e col.', Brown e col.!s e Sharpless e
col.!¢ empregam diferentes metodologias na etapa chave do processo, para alcangar o
mesmo objetivo que € a preparagio do centro quiral do alcool benzilico (PhCHOH-).

O intermediario 3 obtido a partir do método B por nés empregado, apresentou uma
pureza optica comparavel e em alguns casos superior aos varios métodos citados, associado
as condigbes experimentais simples, brandas e de baixo custo.
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O (S)-(-)-3-hidréxi-3-fenilpropionato de etila (3) pode também ser empregado como
um intermediario chave na sintese de Nisoxetinal? (7) (ativo como antidepressivo),
Diltiazem!® (8) (ativo como vasodilatador coronario) e BTM-1086!8(9) (ativo contra Glcera
e inibidor de secregio gastrica), conforme ilustra o Esquema II.
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1I1.2 - Redugdo de Derivados de a—cetodcidos:

OH

X Fermento de - X
Péao

10 X = CO,Et 11 X = CO,Et
12X=CN

14 X = CONH,

ESQUEMA III

II1.2.1 - Redugdo de Benzoilformiato de Etila (10) por Fermento de Pdo:

Submetemos 10 & redugio por fermento de pdo empregando-se os métodos A e B, e
observamos a formagio do (R)-(-)-mandelato de etila (11).

Com a presenga do centro quiral em 11, os protons metilénicos deixaram de ser
equivalentes e passaram a ser diastereotopicos, acoplando-se entre si e com o grupo metila.
Assim, podemos observar no espectro de RMN-'H desta substancia um multiplete de 16
linhas correspondente aos duplos quartetos dos prétons pré-R e pro-S. Para determinarmos
a posi¢do do deslocamento quimico destes protons tomamos por base o modélo de
correlagdo configuracional desenvolvido por Mosher e Dale!®, o qual é bem aceito na
literatura?, e que procura racionalizar o sentido da nio equivaléncia em RMN de grupos
diastereotopicos em ésteres derivados do acido mandélico, indicado na Figura 16.

De acordo com este modélo, o grupo hidroxila encontra-se ligado a carbonila do
éster por ponte de hidrogénio, restringindo os conformeros da molécula a serem
considerados. Observando-se a projegio de Newman da Figura 16, nota-se que o préton
pro-R encontra-se eclipsado com o anel aromatico, sofrendo uma blindagem deste grupo,
resultando que o sinal referente a este préton esteja em campo mais alto que o préton pro-S.
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FIGURA 16 - Modélo correlacional de configuragio para o (R)-(-)-mandelato de etila (11) e projegdo de

Newman correspondente.

Atraves desta anélise podemos dizer que o sinal em 4,15 ppm se deve ao proton proé-
R e o sinal em 4,25 ppm corresponde ao proton pré-S. A constante de acoplamento entre
estes dois protons € 10,6 Hz e encontra-se dentro da faixa observada para compostos
estruturalmente similares?!,

Os resultados obtidos na reducdo de 10 através dos métodos A e B encontram-se na
Tabela IV. O (R)-(-)-mandelato de etila (11) obtido empregando-se 0 método A apresentou
[o]®p -123° (¢ 1,1 CHCL,) e aquele obtido através do método B apresentou [a]?3), -117°
(c 1,1 CHCLy).

Tabela IV - Resultados da redugdo de 10 por Fermento de Pio

Método? R.O% pol%
A 70 95
B 49 90

*Meétodo A (Redugio na presenca de agucar e sulfato de zinco), Método B (Redugdo sem aditivos).

Ridley e Stralow??, reduziram 10 com fermento de pdo na presenga de aglicar e
obtiveram (R)-(-)-11 com um rendimento quimico de 68% e valor de rotagdo Optica
[a]*) -130° (¢ 1 CHCl,), o qual consideramos como valor de rotagdo Optica maximo para
efeito de calculo da pureza éptica.

Naoshima e col.? reduziram 10 com fermento de pao imobilizado em alginato de
calcio, utilizando hexano como solvente e empregando varios alcoois como fonte de energia
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e obtiveram (R)-(-)-11. Os rendimentos quimicos (42-66%) e Opticos (91-94%) obtidos
foram comparaveis aqueles obtidos por sistemas analogos contendo glicose. Na presenca de
alcool alilico como fonte de energia nio houve a redugio.

Ward e Young? investigaram entre outros, a redugdo de 10 por células intactas e
extratos de células de fermento de pdo. De acordo com estes autores a reducio de 10
forneceu predominantemente o enantibmero R do mandelato de etila, o qual apresentou a
velocidade de formagio mais alta entre todos os substratos estudados.

Os testes com extratos de células na redugio de 10 indicaram alguma atividade de
oxidoredutase na presenga de NADH; porém NADPH mostrou ser a coenzima preferida
nesta redugdo. Além disso a atividade de oxidoredutase predominou no extrato bruto do
fermento, havendo pouca atividade enzimética associada com a fragio solida ressuspensa.

Resumindo-se as consideragdes feitas acima, os resultados fornecidos pelos métodos
A e B na redugio de 10 por fermento de pdo sdo comparaveis aos relatados na literatura
utilizando-se diferentes sistemas.

Uma possivel aplicagdo para os ésteres mandelatos € a sua utilizagio como agentes
de derivatizag@o quiral para determinag3o de pureza enantiomérica através da técnica de
RMN?Z5,

111.2.2 - Reducdo de Cianeto de Benzoila (12) por Fermento de Pdo:

Submetemos 12 a redugdo com fermento de pio pelo método B. Entretanto a
reducdo ndo ocorreu, recuperando-se quantitativamente o material de partida.

Procedemos entdo a hidrolise acida de 12 a fim de obtermos a benzoilformamida
(13).

Caso 12 tivesse sido reduzido pelo fermento de pdo, obter-se-ia a cianoidrina
correspondente (PhCHOHCN-mandelonitrila), a qual ¢ um intermediério importante para a
obtengdo de B-aminoéalcoois, efedrina, norefedrina e acido mandélico.

Embora existam varios exemplos na literatura de cetonas funcionalizadas que foram
reduzidas com sucesso pelo fermento de p@o, os relatos sobre a reducgio de cetonitrilas nio
sdo muito comuns. Na verdade, o tnico relato sobre o qual temos conhecimento é o artigo
publicado por Itoh e col.?¢ sobre a redugdo de PB-cetonitrilas o-alquilsubstituidas por
fermento de pdo. Estes autores obtiveram produtos ap6s a incubago dos substratos por 8
dias na presenca de glicose.
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111.2.3 - Redugdo de Benzoilformamida (13) por Fermento de Pdo:

Submetemos 13 & redugio com fermento de pio pelo método A e obtivemos a
(R)-(-)-mandelamida (14). Esta apresentou [o]°, - 73,8° (c 1,5 acetona). Para o calculo do
rendimento Optico de 14 nos baseamos no valor calculado?’ de rotagdo optica [a]*4, - 76,4°
(c 1,7 acetona). Os resultados obtidos encontram-se na Tabela V.

Tabela V - Resultados da redugio de 13 por Fermento de Pio

Meétodo? RQ/% pol%
A 62 97

#Método A (Redugdo na presenga de agucar e sulfato de zinco).

Ridley e col.? reduziram 13 com fermento de pd3o obtendo (R)-(-)-14 com um
rendimento quimico de 70%. Entretanto cabe mencionar que estes autores tiveram que se
utilizar de um procedimento mais elaborado para conseguir este resultado uma vez que o
método mais simples (fermento/aglicar/agua) mostrou ser insatisfatorio para este substrato.

A (R)-(-)-mandelamida (14) pode ser reduzida com hidreto de litio e aluminio e
formar o (R)-(-)-2-amino-1-feniletanol (15), o qual por sua vez pode ser utilizado na
preparagdo de compostos organofosforados quirais como o 5-PMOS (16) (2-sulfeto de 2-
metoxi-5-fenil-1,3,2-oxazafosfolidina), o qual mostrou atividade inseticida contra a mosca
doméstica?® (Esquema IV).

Hidroxiamidas naturais como tembamida (18) e aegelina (19), isoladas de varios
membros da familia Rutaceae, podem ser preparadas através de 17, o qual é estruturalmente
similar a 15. Estas hidroxiamidas 18 e 19 tem atividade parecida com a da adrenalina além
de apresentarem atividade inseticida. Adicionalmente a estas propriedades, remédios
indianos tradicionais (extratos de Aegle marmelos Corr.) que contém 18 apresentam
atividade hipoglicémica?® (Esquema V).
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ESQUEMA V
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I11.3 - Reducdo de a-dicetonas:

111.3.1 - Redugdo de 1-fenil-1,2-propanodiona (20) por Fermento de Péo:

CH
3 Fermento de

0 Pao

20

ESQUEMA VI

Submetemos 20 a redugio por fermento de pdo empregando-se os métodos A, B, C
e obtivemos como Unico produto o 1-fenil-1,2-propanodiol (21)3°.

Comparando-se os dados espectrais de RMN-'H de 21 com os dados fornecidos pela
literatura®!, podemos assinalar a configuragio relativa anti para o diol 21.

Os resultados da redugdo de 20 através dos trés métodos encontram-se na Tabela
VI. Neste caso, ndo calculamos a pureza Optica da maneira usual, pois o valor de rotagio
Optica para o diol 21 obtido através do método B € superior ao valor descrito na literatura3s.

Converteu-se o diol 21 obtido através do método A ao derivado dibenzoilado 22
reagindo-se com cloreto de benzoila (Esquema VI). O dibenzoato 22 apresentou
[a]?°, + 59,0° (¢ 1,2 CHCL,). Comparando-se este resultado com os dados da literatura32.33
([a*p + 62,2° (c 2 CHCly)), podemos atribuir ao diol 21 a configuragio absoluta (1R, 2S)
e pureza optica de 92%.

Em relagio aos resultados da Tabela VI, comparando-se os rendimentos quimicos
obtidos para os métodos B e C podemos dizer que estes resultados sio concordantes com os
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resultados obtidos por Nakamura e col.34 na redugio de P-cetoésteres por fermento de pao,
na auséncia e presenca de glicose. Conforme estes autores a presenga de glicose estimula o
sistema glicolitico do fermento para a produg@o de NAD(P)H, havendo também um ganho
energético para o sistema. Eles também observaram que a glicose acelera a redugio em
comparagdo aos resultados sem qualquer aditivo.

Tabela VI - Resultados da Redug&o de 20 por Fermento de Pio:

MétodoP RO/% [a]220,
A 89 -37,9° (¢ 1,2 CHCL,)
B 67 - 44.3° (c 1,3 CHCL,)
C 74 -37,6° (c 1,1 CHCL,)

aLit 3 [a]?5, - 40° (c 1,0 CHCL,).
bMétodo A (Redugio na presenga de agncar e sulfato de zinco), Método B (Redugdo sem aditivos), Método C

(Redugdo na presenga de agucar).

Em um outro artigo, Nakamura e col.3® observaram também na reducgdo de B-
cetoésteres por fermento de pdo, que na auséncia de glicose a redugdo fornecia o produto
com um alto ee, enquanto que variando-se a concentragdo de glicose havia um decréscimo
no ee. Estes autores comentam que as enzimas que produzem os isdmeros R ¢ S devem
atuar de maneira diferente em relagdo ao aumento na concentragdo de NAD(P)H induzido
pela glicose.

Comparando-se os resultados obtidos para os métodos A e C, observa-se um
aumento no rendimento quimico para o método A em relagdo ao método C; sendo que a
diferenca basica entre eles € a presenga e auséncia de sulfato de zinco.

Em reagdes biomiméticas’’, ions metalicos sdo adicionados para imitar a a¢do dos
ions metalicos contidos em enzimas NAD(P)H dependentes. Os ions metalicos catalisam as
reagles e ajudam a controlar a estereoquimica da redugio pela formagdo de um complexo
entre a cetona e o anel dihidropiridinico; conforme Ohno e col.3® parece que o zinco tem um
papel importante ao favorecer o encontro de um composto modelar e o substrato,
coordenando ambos. Pode-se dizer que todas as seis maiores classes de enzimas, incluindo-
se as oxidoredutases, apresentaram enzimas que contém zinco.

Entre as fungdes mais importantes do zinco estd a estabilizagio das estruturas
celulares. Estudos experimentais’® indicaram que a limitagdo do crescimento por zinco afeta
varias caracteristicas das células microbiais, entre elas o metabolismo de carboidratos.
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MacLeod e col.4° comentam que a falta do ion zinco inibe fortemente o consumo do
agucar pelo fermento. Estes autores investigaram o efeito da adigdo de zinco ao meio
fermentativo da redugio assimétrica de cetonas por fermento de pao, para verificar se havia
algum efeito sistematico. Contudo eles ndo observaram uma diferenga significativa entre os

procedimentos com zinco e sem zinco. O Unico resultado com algum significado, foi uma
diferenga de 5%% na assimetria entre os dois tipos de experimentos.

Sabe-se que a concentragio de elementos quimicos essenciais no meio fermentativo
influencia a velocidade de crescimento especifica maxima de microorganismos. No caso do
microorganismo 1. Pullulans, observou-se um aumento de trés vezes na velocidade de
crescimento especifica maxima quando a concentragdo de sulfato de zinco hexahidratado no
meio aumentou de 0,1 a 1,2 mg/I3.

Os resultados da Tabela VI sdo concordantes com as consideragdes feitas acima, ou
seja, obtivemos um maior rendimento quimico e pureza 6ptica semelhante para os métodos
A e C, enquanto que para o método B obtivemos um menor rendimento quimico porém com
uma pureza Optica superior aos outros métodos.

Sorrilha e col 4142 reduziram 20 ao diol 21, utilizando fermento de pao imobilizado
em crisotila € montmorilonita K10. Contudo, os resultados obtidos foram inferiores aos
resultados obtidos com fermento de p?xo livre.

Takeshita e Sato*® publicaram resultados que sdo concordantes com os que
obtivemos. Eles reduziram 20 com fermento de pdo e obtiveram 21 com um rendimento
quimico de 89% e 94% de excesso enantiomérico ([ot]?!, - 38,6° (c 3,2 CHCI,) sendo que o
dibenzoato 22 apresentou [a]??;, + 59,4° (¢ 2,3 CHCL,).

Estes autores monitoraram a reagdo de redugdo por RMN-!H e observaram que a
formagdo do diol 21 ocorre via os cetodlcoois 23 e 24 (Figura 17). Trabalhando a baixa
temperatura (5 °C), eles isolaram 23 e 24 com rendimentos quimicos moderados.

FIGURA 17 - Possiveis intermediarios de reagdo na formagdo do (I1R,28)-1-fenil-1,2-propanodiol (21).
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Entretanto, Chénevert e Thiboutot** relataram que a redugio de 20 por fermento de
pio na presenga de agticar e em tampao fosfato a pH 5 conduziu exclusivamente a (S)-(-)-2-
hidroxi-1-fenil-1-propanona (23), com um rendimento quimico de 80% e pureza Optica
maior que 95%. De acordo com estes autores, a biorredugio a pHs mais altos fornece uma
mistura do diol 21 e 23.

Outros autores?s reduziram 20 com fermento de pdo na presenca de etanol como
fonte de energia e obtiveram 23 com rendimento quimicb semelhante (72%) ao obtido por
Chénevert e Thiboutot, porém com pureza Optica bastante inferior (45%).

Em resumo, o diol 21 foi isolado a partir do metabolismo in vitro e in vivo de ratos e
coelhos* da o-dicetona (20), e também pode ser preparado através de sintese assimétrica
utilizando-se diferentes reagentes*’-484%50 Além disso ele também foi isolado da redugdo de
benzaldeido por fermento de pdo®'*2. Assim, a metodologia utilizada neste trabalho para a
preparagdo de 21 pode ser comparada favoravelmente a outras rotas sintéticas, pelas
vantagens que oferece, como baixo custo, praticidade, eficiéncia, etc..

Sharpless e col.3-4 desenvolveram um método para transformar diois vicinais em
sulfatos ciclicos de diois vicinais conferindo a este grupo funcional um comportamento
eletrofilico bastante versatil para utilizagdo como intermedidrios em sintese organica
(Esquema VII). Desta forma este tipo de intermediarios teriam importancia sintética similar
a demonstrada pelos epoxidos porém sendo mais reativos.

OH 0) OH

0)
R a 2R )\/
R 2 ——> R 2 _b R R,

1
OH O Nu

thn

a) 1- SOCl,, CCl,, 60°C 2- NalO,, RuCl;.3H,0, CH,CN, H,0, 25 °C.
b) 1- Nu2- H*

ESQUEMA VII
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Uma alternativa similar foi proposta por Lohray e Ahuja’® mas utilizando-se sulfitos
ciclicos a partir de diois vicinais (Esquema VIII). De acordo com a proposta destes autores

é possivel a sintese de varios aminoélcoois, aziridinas e diaminas.

OH 0 OH OH
0 R » /k/R 1 )\/
R, R, __a R, > b R, a 2 C R, Ro
OH 0 N; NH,
/ %
N/H =3 @HZ
R1 R1 : ey g R1 z
Ny NH,

a) SOCl,, CCly; b) LiN3, DMF, 120°C; c) H, Pd/C ou LiAlH,, THF, A.
d) PPhs, THF, A; e) 1- MsCI-Py; 2- LiN3, DMF, 120°C.

ESQUEMA VIII
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111.3.2 - Redugdo de Benzila (25) por Fermento de Pdo:

1 O r 0. L0
Fermento
. +
de Péo
l:::’ o l:::l o) l:::, OH

25 26 syn 27

O
anti 27

ESQUEMA IX

Submetemos benzila (25) a reducdo por fermento de pdo empregando-se os métodos
A e B e obtievemos benzoina (26) em maior proporgido e uma mistura dos isOmeros syn e
anti do 1,2-difenil-1,2-etanodiol (27) em menor propor¢do. Os resultados obtidos
encontram-se indicados na Tabela VII.

Tabela VII - Resultados da Reducio de 25 por Fermento de Pao:

Benzoina (26) Mistura de Isomeros
syn e anti do 1,2-
difenil-1,2-etanodiol

(27)
Método® RO/% pol% RO/%
A 60 23 19
B 41 42 22

aMétodo A (Redugdo na presenga de aguicar e sulfato de zinco), Método B (Redugdo sem aditivos).

A benzoina (26) obtida através do método A apresentou [o]?’, - 25,8° (¢ 1,2
acetona) e a benzoina obtida através do método B apresentou [a]*’;, - 47,8° (c 1,6 acetona).
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Podemos assinalar a configuragdo absoluta (R) para a benzoina obtida através dos dois
métodos, por comparagdo com os dados da literatura’®, de acordo com a qual a (R)-26
Opticamente pura apresentou [o]*3, - 114° (c 1,5 acetona) cujo valor foi utilizado para
calcular os valores de pureza 6ptica indicados na Tabela VIL

No método A recuperou-se 9% de 25 que ndo reagiu.

Para a benzoina obtida através do método B foi determinado um excesso
enantiomérico de 29% utilizando-se a técnica de RMN-'H (80 MHz), com adig¢do de
reagente de deslocamento quiral (+)-Eu(hfc); (1). Apés o desdobramento dos sinais do
préton benzilico de 26, calculamos a area dos respectivos picos conforme descrito’’ e
através destas determinamos o excesso enantiomeérico.

Observamos nos espectros de RMIN-'H dos extratos brutos das redugdes de 25 pelos
métodos A e B a formagiio de uma mistura de isbmeros syn e anti do 1,2-difenil-1,2-
etanodiol (27), havendo predominancia do isdmero anti. Os protons benzilicos para os dois
diastereoisdmeros sdo facilmente distintos, pois o préton benzilico para o isdOmero anti
absorve em campo mais baixo (4,82 ppm), que o isdmero syn (4,60 ppm) correspondente’s.

Chénevert e Thiboutot* reduziram 25 com fermento de p&o na presenga de aglicar e
mantendo o pH da redugdo em S5 e obtiveram benzoina racémica com um rendimento
quimico de 40%.

A redugio de 25 por Cryptococcus macerans® forneceu 26 com um rendimento
quimico de 18% e configuragdo absoluta (S), adicionalmente houve formagio de 27% do
diol syn (R,R) e tragos do diol anti (R,S). Estes autores comentam que Prelog reduziu 25
utilizando Curvularia falcata obtendo (R)-26 e quantidades apreciaveis do diol anti. Estes
autores também examinaram a redug@o de benzoina racémica por Crypfococcus macerans, e
observaram que esta foi eficientemente convertida ao diol syn (R R), e ao isolar a benzoina
que ndo reagiu esta mostrou ser levorotatoria, ou seja, conter um excesso do enantidmero
(S). Segundo os autores estes resultados sugerem que a R-26 seja mais facilmente reduzida
que o enantidmero (S), e como o diol syn (R,R) foi obtido com um rendimento maior que
50%, deva existir um mecanismo para equilibrar os enantidbmeros (R) e (S). Assim, a
velocidade de racemizag@o mostra ser mais lenta que a velocidade da redugio. De acordo
com estes autores a capacidade da enzima reduzir R-26 ao diol syn (R,R), enquanto realiza
uma pequena redugdo de S-26 € admiravel, e eles racionalizam os resultados obtidos
assumindo que a enzima considera o grupo fenila como o substituinte mais volumoso e o
grupo a-hidréxibenzila como o menos volumoso.

Ohta e col.¢ empregaram a bactéria Xanthomonas oryzae 1AM 1657 para reduzir
benzila e obtiveram (R)-26 opticamente pura com um rendimento quimico de 86%. Outros
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autores$%6! empregando outros microorganismos também reduziram benzila e os resultados
obtidos variaram conforme o microorganismo utilizado.
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II1.4 - Redugdo de Fenilcetonas a-substituidas:

111.4.1 - Redugdo de (+) 2-cloropropiofenona 28 por Fermento de Pdo:

Preparou-se a (+)-2-cloropropiofenona (28) conforme descrito?, purificando-se o
material através do sistema de destilagio adiabatico "Spinning Band", obtendo-se a fragdo
mais pura a 126 °C/15 mmHg. Os dados espectroscopicos obtidos para (£)-28 foram
concordantes com aqueles descritos na literatura®3,64,

CH, CH,
Fermento

Cl dePio Cl

@ L

|
anti 29

ESQUEMA X

Submetemos (+)-28 a redugio por fermento de pao empregando-se os métodos A e
B. Os resultados obtidos encontram-se indicados na Tabela VIIL

Na reducio efetuada através do método A, recuperamos 8% da clorocetona de
partida e obtivemos 19% de uma mistura 1:1 dos isdmeros syn e anti do 2-cloro-1-fenil-1-
propanol (29).

Na redugdo através do método B, também recuperamos 8% de 28 e obtivemos uma
mistura 1,2:1 dos isdmeros syn e anti de (29) com um rendimento quimico de 16%.
Utilizando-se o mesmo método, porém aumentando o tempo de reagdo para 48 horas,
obtivemos 40% de uma mistura 1:1 dos isdmeros syn e anti do 2-cloro-1-fenil-1-propanol
(29). Com o aumento no tempo de reagdo, a clorocetona 28 foi totalmente consumida.

Através da técnica de cromatografia de coluna nas condigbes especificadas na parte
experimental, ndo foi possivel separar quantitativamente os diastereoisdmeros syn e anti.
Entretanto nas fragdes que se mostraram mais puras através da analise de seu espectro de
RMN-!H medimos a sua rotago Optica. O isdmero syn apresentou [a]?® - 26,4° (¢ 0,5
CHCl,) e o isdmero anti apresentou [a]?, - 18,3° (c 0,5 CHCI,). O excesso
enantiomérico dos isdmeros syn e anti foi determinado utilizando-se a técnica de RMN-'H
na presenga do reagente de deslocamento quiral (+)-Eu(hfc), (1).
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Tabela VIEI - Resultados da redugo de (+)-2-cloropropiofenona (28) por Fermento de

P3o:
Método? RO/ ee/%
syn 29 anti 29
A 19 - -
B 40 63 40

#Método A (Redugio na presenga de agicar e sulfato de zinco), Método B (Redugio sem aditivos).

Determinou-se a configurago relativa das cloroidrinas syn e anti de 29,
convertendo-se as mesmas nos respectivos epéxidosts, cujos dados espectroscopicos sio
conhecidos na literatura. Assim o isdmero syn do 2-cloro-1-fenil-1-propanol (29) foi
convertido ao cis-1-fenil-1,2-epoxipropano (30) (5 PhCH = 4,05 ppm e Jic =43 elit§
PhCH = 4,02 ppm e J,;. = 4,8), e o isdmero anti foi convertido ao trans-1-fenil-1,2-
epoxipropano (30) (6 PhCH = 3,05 ppm e J,;. = 2,0 e 1it.56 § PhCH = 3,55 ppm e Ji.=18),
conforme ilustra o Esquema XI.

Determinamos a configuragio absoluta dos centros assimétricos dos isdmeros syn e
anti de 29 também através dos epoxidos cis e trans de 30.

Através de cromatografia de coluna, separou-se varias fragdes da mistura de
isdbmeros syn e anti. Estas fragdes foram analisadas por cromatografia gasosa. Atraveés
desta técnica foi possivel juntar as fragdes enriquecidas com cada isdmero. Estas fragdes
enriquecidas, posteriormente foram transformadas nos respectivos epoxidos e foram
medidas as suas rotagdes Opticas e os sentidos de rotagio obtidos para cada isémero foram
comparados com os dados descritos na literatura.

Podemos entdo assinalar a configuragdo absoluta (IR,2S) para o cis-1-fenil-1,2-
epoxipropano (30), o qual apresentou [a]?3, - 17,4° (¢ 0,5 CHCl;) por comparagdo ao
resultado  fornecido pela  literatura para o (18,2R)-cis-1-fenil-1,2-epdxipropano:
[a]?0, + 47,3° (c 1,43 CHCL)5768. O trans-1-fenil-1,2-epoxipropano (30) apresentou
[a]*p + 8,6° (¢ 1,2 CHCly) podendo-se assinalar a configuragio absoluta (1R,2R) por
comparagdo com a rotagdo Optica publicada na literatura para este isdmero: [o]?0, + 48,5°
(c 0,9 CHCI,)¢7.
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ESQUEMA XI

Através dos dados acima e uma vez que a formagdo de epoxido acontece com
invesdo de configuragdo na posi¢io 2 da molécula, podemos inferir a configuracdo absoluta
(IR,2R) para o isdbmero syn do 2-cloro-1-fenil-1-propanol (29), e para o isdbmero anti a
configurag@o absoluta (1R,2S).

Embora a redugdo microbial o-haloarilcetonas geralmente fornega haloidrinas com
bons rendimentos Opticos e quimicos, os relatos sobre a redugio destes substratos por
fermento de p@o na literatura, sdo poucos. N&o temos conhecimento que a reducgdo de 28
por fermento de pao ja tenha sido relatada na literatura até o presente momento.

De fato, as haloidrinas sdo intermediarios (teis para a preparagio de epoxidos
quirais; os quais por sua vez tem um papel Unico em sintese organica, ou seja, eles ativam e
protegem simultanecamente os atomos de carbono funcionalizados adjacentes e
frequentemente sdo superiores a sintons aciclicos equivalentes pois a sua natureza ciclica
torna desfavoraveis os processos de eliminagdo competitivos.

Ziffer e col%, submeteram varios tipos de o-halocetonas & redugio por
Cryptococcus macerans. Entre os substratos reduzidos, a 2-clorobutirofenona é o substrato
que mais se assemelha estruturalmente 4 28. A analise do produto bruto da reducio da 2-
clorobutirofenona por RMN-'H indicou a presenca da clorocetona de partida, butirofenona
e uma mistura de isdmeros syn e anti das cloroidrinas correspondentes na seguinte
proporgdo: 15:35:50. Apo6s a purificagdo das cloroidrinas syn e anti, estas foram submetidas
a condi¢des de epoxidagio e observou-se a uma raz&o 90:10 em relagio aos epoxidos cis e
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trans respectivamente. Estimou-se uma pureza Optica de 79% em relagdo ao centro
assimétrico formado.

Ziffer e col.® mencionam que quando um carbono a € potencialmente assimétrico,
os dois enantidmeros sdo reduzidos com diferentes velocidades. Através da racionalizagio
sobre os alcoois formados nestas redugdes e com a ajuda da regra de Prelog, eles fazem
algumas consideragdes a respeito do tamanho e volume de grupos alquila e
alquilsubstituidos e sua influéncia na estereoquimica da redugdo. Segundo eles, um grupo o-
halometino em uma cetona ciclica € efetivamente maior do que a fungio aromatica fundida.
Comparando-se acetofenonas o-halosubstituidas, parece que grupos metila mono ou
dissubstituidos s#o efetivamente menores do que um anel aromatico. Usando a redugio de
um substratc analogo ao benzila, porém com um grupo o-halometino no lugar de uma das
carbonilas os autores concluem que nestas redugdes ha pouca diferenga no tamanho efetivo
de um grupo hidroxila e um atomo de cloro.

Fuganti e col.”® reduziram 3-cloropropiofenona (31) utilizando fermento de p@o e
observaram a formagiio de 30% de propiofenona (32) e 58% (1S)-3-cloro-1-fenil-1-
propanol (33). Utilizando o caminho sintético desenvolvido por Brown e col.!®, eles
empregaram o (1S)-3-cloro-1-fenil-1-propanol na preparagio de (R)-fluoxetina (5).

Estes autores sugerem que a formagZio de propiofenona acontece através da
elimina¢do de HCI (catalisada por acido) da 3-cloropropiofenona, seguida de uma adigdo de
hidrogénio na dupla ligagdo da fenil vinil cetona (34) intermediaria, com o auxilio de uma
enzima (Esquema XII).

Por analogia as consideragdes feitas por Ziffer e col.%° e de acordo com os resultados
obtidos para a redugio de (+)-28 podemos dizer que a redugdo ocorreu de acordo com a
regra de Prelog, ou seja, o ataque de hidreto se deu preferencialmente na face Re de 28
considerando-se o grupo fenila como o grupo mais volumoso e o grupo CHCICH; como o
grupo menos volumoso, conduzindo a4 formagdio dos éalcoois de configuragdo (R). A
diastereosseletividade da redugdo da cloro cetona 28 foi pequena e abordaremos este
assunto mais adiante, englobando as demais fenil cetonas o-substituidas que foram utilizadas

neste trabalho.
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ESQUEMA XII A

ESQUEMA XII B
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111.4.1.1 - Redugdo de (+) 2-cloropropiofenona 28 por NaBH 4:

3

OH

| CH
CHs NaBH, 3
e
Cl Cl

}28 ] (*+)-syn 2

ESQUEMA XIII

Reduziu-se a  (+)-2-cloropropiofenona  (28) com NaBH, obtendo-se
preferencialmente o isémero (+)-syn do 2-cloro-1-fenil-1-propanol (29) (90:10) com um
rendimento quimico de 91%. Converteu-se o isdmero (+)-syn 29 ao epéxido (+)-cis-1-fenil-
1,2-epoxipropano  (30) correspondente e os seus dados espectroscOpicos foram
concordantes com aqueles descritos na literatura.

Bodot e col” reduziram 28 com outros agentes redutores e obtiveram
preferencialmente o isdmero syn. Os resultados obtidos por estes autores, juntamente com
aquele obtidos por nos encontram-se na Tabela IX.

Tabela IX - Redugdo diastereosseletiva de (+)-2-cloropropiofenona (28)71.

Agente Redutor syn®/% anti®/% RO/%
LiBH, 75 25 40
AI(OiPr), 70 30 56
LiAlH,» 56 29 .
NaBHéb 90 10 91

“Foi recuperado 15% da clorocetona de partida, PResultados obtidos neste trabalho, “Isdmeros syn ¢ anti do

(+)-2-cloro-1-fenil-1-propanol (29).

O curso estereoquimico destas redugdes em favor do isdémero syn pode ser
entendido através do "modélo dipolar” para indugio assimétrica desenvolvido por Cornforth
e col.”2. Segundo este modélo, compostos carbonilicos aciclicos que apresentam grupos
dipolares, como halogénio por exemplo, no carbono assimétrico vizinho a carbonila, tendem
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a assumir uma conformag@io onde o halogénio se posiciona trans em relagdo a carbonila,
para minimizar a repulsdo dipolo-dipolo. Assim o ataque do hidreto acontece pelo lado da
molécula menos impedido estericamente.

O Esquema XIV mostra a aplicagdo deste modélo para o isémero (R) da 2-
cloropropiofenona; Uma vez que utilizamos a 2-cloropropiofenona racémica, assume-se que
os passos indicados para a redugio com o hidreto do isémero (R) também acontecem com o

isdmero (S), conduzindo preferencialmente a um dos diastereoisdmeros, porém racémico.

0O
CHy, — H CH;
& —
Ph
®)-28 R
CH, OH
H OH ___ CH;
— J—
Cl
H Ph Cl
(RR)-syn29

ESQUEMA X1V
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111.4.2 - Redugdo de (+)-2-bromo e (+)-2-iodopropiofenona (35 e 37) por
Fermento de Pdo:

ESQUEMA XV

Submetemos a (+)-2-bromo ¢ a (+)-2-iodopropiofenona a redugdo por fermento de
pao empregando-se os métodos B e D, ou seja, na auséncia de aditivos e na presenga de m-
dinitrobenzeno (m-DNB), que atua como um capturador de radicais. Os resultados obtidos
estdo indicados na Tabela X.

Em relagiio a redugdo de (+)-2-bromopropiofenona (35) através do método B,
observamos a formag@o de propiofenona (32) e dos isdmeros syn e anti 2-bromo-1-fenil-1-
propanol (36). Através do espectro de RMN-!H constatou-se a formago preferencial do
isdmero syn numa propor¢do 2:1 em relag@o ao isdmero anti. A redugdo de 35 através do
método D, na presenga de m-DNB, também forneceu propiofenona (32), porém em menor
propor¢do que no método B e uma mistura dos isémeros syn e anti do 2-bromo-1-fenil-1-
propanol (36) numa proporg¢do 1,7:1 em favor do isémero syn. N&o houve, para o método
D um aumento no rendimento quimico das bromoidrinas concomitante com a queda na
formagio de propiofenona.

Assinalamos a configurag@o relativa das bromoidrinas obtidas através de RMN-H,
comparando-se seus dados espectrais com os dados descritos na literatura, ou seja, o
isomero syn apresentou um 8 CHOH em 4,61 ppme J;. = 7,7 Hz , lit.7> 4,58 ppm e lit.74
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J,.. = 7,5 Hz e o isdmero anti apresentou 8 CHOH 5,00 ppm e J... =3,5Hz, lit.”? 4,95 ppm
elit.7#J,. = 3,0Hz

Tabela X - Resultados da Redugio de (+)-2-bromo e (+)-2-iodopropiofenona (35 €37) por

Fermento de Pio.

Propiofeno-
PhCHOHCHXCH, na (32)
Halocetona Método? RO/ ee/% RQO/%
syn anti
35 X=Br B 66 6 7
D 69 8 4
37 X=1 B - - - 27°
D - - - 35

aMétodo B (Redugdo sem aditivos Método D (Redugfo na presenga de m-DNB).

bDetectou-se a presenga de 1-fenil-1-propanol (38).

Os excessos enantioméricos das bromoidrinas syn e anti, obtidas através dos
métodos B e D, foram determinados através da técnica de RMN-'H na presenga do reagente
de deslocamento quiral (+)-Eu(hfc), (1). Na Tabela X podemos observar uma grande
diferenca no excesso enantiomérico dos isdmeros syn e anti. Enquanto o isdmero syn
apresenta um excesso enantiomérico razoavel pode-se dizer que o isdmero anti foi obtido
quase que na sua forma racémica. Estes resultados s3o contrastantes com aqueles obtidos
para a 2-cloropropiofenona (Tabela VIII), onde embora tenha sido obtido um excesso
enantiomérico menor para o isdmero anti, a diferenga para o isdmero syn no foi tio grande
como no caso das bromoidrinas. Entretanto, pretendemos abordar este assunto mais
detalhadamente ap6s descrevermos os resultados obtidos para a 2-azidopropiofenona.

Gostarfamos de relembrar porém que, em um sistema microbial de redug@o, existem
duas possibilidades que podem explicar uma estereosseletividade insatisfatoria. Em uma
delas, temos apenas uma desidrogenase que € responsavel pela redugdo de um substrato e a
estrutura do substrato nio ¢ adequada para exercer uma diferenca enantio ou diastereofacial
na cavidade da enzima. Na outra possibilidade, podem estar operando simultaneamente duas

ou mais desidrogenases, mas algumas enzimas produzem o alcool de configuragdo (R)
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enquanto outras contribuem para produzir o alcool de configuragdo (S). Embora cada
redugdo acontega com uma estereosseletividade alta, hd uma boa chance de se obter uma
mistura rac€mica.

O rendimento quimico das reducdes de 35 com fermento de pdo através dos métodos
ja mencionados foi muito baixo, ¢ possivel que a bromocetona tenha sido consumida por
reagdes laterais. Este comportamento também foi observado na redugio da
bromoacetofenona por fermento de pios.

A reduglo da (+)-2-iodopropiofenona (37) através dos métodos B e D forneceu
exclusivamente a propiofenona (32) (Esquema XVI), com o método D (redugio na presencga
de m-DNB) apresentando um rendimeno quimico maior que o método B. Na reducdo
através do método B detectou-se a presenga de 1-fenil-1-propanol (38), provavelmente
como um resultado da redugio de propiofenona (32) pelo fermento de péo.

Tanner e col.76 utilizaram o-halocetonas como provas mecanisticas, para o estudo
das redugdes por NADH, controladas pela enzima HLADH (desidrogenase de figado de
cavalo). Este estudo foi realizado com o intuito de diferenciar 0 mecanismo através do qual
a redugdo acontece, em um processo heterolitico a redugdo ocorre via transferéncia direta
de hidreto, por outro lado em um processo homolitico a redugdo ocorre via transferéncia de
elétrons (Esquemas XVII e XVIII respectivamente).

) )

ESQUEMA XVI

Segundo Tanner e col76, cetonas menos reativas como a o-fluor e o-
cloroacetofenona foram reduzidas pelo caminho heterolitico, via transferéncia direta de
hidreto, fornecendo as correspondentes haloidrinas, ao passo que uma cetona mais reativa
como a a-bromoacetofenona, foi reduzida pelo caminho homolitico via transferéncia de
elétrons, fornecendo a acetofenona. A a-bromoacetofenona como um substrato mais
reativo aparentemente reage rapidamente com NADH pelo processo radicalar em cadeia,
independente da enzima; ou porque a bromocetona nio esta ligada a enzima ou porque a
enzima n3o pode competir com o processo radicalar. Na presenga de m-DNB embora o
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processo radicalar tenha sido inibido estes autores ndo detectaram a formagdo de
bromoidrina nas condigdes de reagdo. Assim, substratos como as clorocetonas e
fluorocetonas nao sdo reativos o suficiente para serem reduzidos por NADH através de um
processo radicalar em cadeia e a redugio competitiva controlada pela enzima acontece para

formar a haloidrina opticamente ativa.

- H

| 1

PhCCHoX + NADH —> PhCHCHyX + NAD* — PhCHCH,X
Haloidrina

PROCESSO HETEROLITICO

ESQUEMA XVII

0 o
] [
PhCCH,X + NADH (ouNAD*) ——» PhCCH,X

O-
! |
PhCCH,X ———> PhCCH,* + X

0
|
PhélCHz. + NADH —— PhCCH; + NAD®

PROCESSO HOMOLITICO

ESQUEMA XVIII

Na redugdo de o-haloacetofenonas por fermento de pdo’>, os autores observaram
um comportamento semelhante na redugdo de a-fluor e a-cloroacetofenona aquele obtido
por Tanner e col.”® porém, em relagio a bromoacetofenona o comportamente observado foi
bem diferente, pois ndo houve a formagdo de acetofenona e obteve-se a bromoidrina
correspondente com baixo rendimento quimico e excelente pureza optica (9% e 97%
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respectivamente). Neste caso o complexo enzimético do fermento de pdo tem um maior
poder redutor do que o sistema NADH/HL.ADH na redugdo da o-bromoacetofenona através
de um processo heterolitico.

Na reducio de a-iodoacetofenona os autores”” observaram a formagdo de 67% de
acetofenona e 32% de (-)-(S)-1-feniletanol. Na presenga de m-DNB a formagdo de
acetofenona foi parcialmente inibida e a iodidrina foi obtida com 15% de rendimento
quimico e pureza optica de 87%.

Por analogia aos resultados obtidos nas redugdes das o-haloacetofenonas?.76.77
podemos inferir que a 2-bromopropiofenona é um substrato mais reativo que a 2-
cloropropiofenona e que a sua redugdo por fermento de pdo ocorre através dos mecanismos
homolitico e heterolitico propostos por Tanner. Isto porque na presenga de m-DNB a
formacio de propiofenona diminui ‘porém o mecanismo controlado pelo complexo

enzimatico do fermento nfo é afetado. Estas consideragdes podem ser melhor visualizadas

no Esquema XIX.
OH
CH;
e
Br
O y syn 36 anti 36
CHs;
Br O OH
b
(+)-35 CHs; g CHs
—
32 38

a - Processo Heterolitico mediado pelo complexo enzimético do Fermento de Pao

b - Processo Homolitico (radicalar)

ESQUEMA XIX
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Por outro lado, a reduglio de 2-iodopropiofenona por fermento de pdo na presenga e
auséncia de m-DNB, conduziu & formag@o de propiofenona. Tendo em vista que na presenga
de m-DNB a formagio de propiofenona nio foi inibida, pelo contrario, apresentou um
aumento em relagdo a auséncia de m-DNB, nfo temos evidéncias para afirmar que o

mecanismo por transferéncia de elétrons esteja operante na redugio da 2-iodopropiofenona.

II1.4.2.1 - Redugdo de (+)-2-bromopropiofenona por NaBH ;.

ESQUEMA XX

Reduzimos a (+)-2-bromopropiofenona 35 com boroidreto de sodio e obtivemos
preferencialmente o isdmero syn do (+)-2-bromo-1-fenil-1propanol (36) com um
rendimento quimico de 60%. Assinalamos a configurag#o relativa de 36 comparando-se seus
dados espectrocopicos de RMN-'H com os dados fornecidos pela literatura (5§ CHOH 4,62
ppm ;. =7,7Hz it.24,58 ppm e lit™ J,. = 7,5 Hz).

A obtencio preferencial do isémero de configuragio relativa syn ¢ indicativa que a
redugdo aconteceu pelo mecanismo "dipolar", o qual ja foi comentado na redugdo da (+)-2-
cloropropiofenona por boroidreto de sédio - item I11.4.1.1 - Esquema XIV.

Um resultado similar foi obtido por Shibata e col.’® na redugio de 2-
bromopropiofenona por hidreto de dibutilestanho na presenca e auséncia de p-DNB (p-
dinitrobenzeno). Com o sistema Bu,SnH, obteve-se um exclusivamente a propiofenona com
um rendimento quimico de 30%, ao passo que com o sistema Bu,SnH,-DNB obteve-se 94%
do isdbmero syn do 2-bromo-1-fenil-1-propanol e 6% de propiofenona com um rendimento
quimico de 89%.
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111.4.3 - Reducdo de (+)-2-azidopropiofenona (39) por Fermento de Pdo:

ESQUEMA XXI

Inicialmente, preparamos a (+)-2-azidopropiofenona (39) reagindo-se a (+)-2-
bromopropiofenona (35) com azida de sodio conforme descrito”. Os dados
espectroscopicos obtidos para a 2-azidopropiofenona sio concordantes com aqueles
descritos na literatura®’,

Submetemos a 2-azidopropiofenona a redugfo por fermento de pdo através dos
métodos B, E e F81. Os resultados obtidos estdo indicados na Tabela XI. O método B, cujo
tempo de reagdo foi prolongado para 48 horas, forneceu uma mistura 1,2:1 dos isdmeros
syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40). Os demais métodos forneceram misturas 1:1
dos isdbmeros syn e anti. A configuragdo relativa dos azido alcoois syn e anti de 40 foi
assinalada através da comparagio do seu espectro de RMN-'H com os dados publicados na
literatura. O isdmero syn apresentou 8 CHOH em 4,44 ppme J ;. = 7,4 Hz e 1it.82 6 CHOH
em 4,46 ppm e J ;. = 7,2 Hz; o isdmero anti apresentou 6 CHOH em 4,71 ppm e J;, = 4,4
Hz e lit.82 5 CHOH em 4,72 ppm e J .. = 3,2 Hz. Determinamos os excessos enantiomericos
dos azido alcoois syn e anti através da técnica de RMN-!H na presenga do reagente de
deslocamento quiral (+)-Eu(hfc), (1).

Como se pode observar na Tabela X1, a primeira utilizagao tanto do fermento de pao
imobilizado em montmorilonita K10 (FPI em K10) quanto do fermento de pdo imobilizado
em crisotila (FPI em crisotila), forneceu rendimentos quimicos muito superiores (66 € 58%
respectivamente) ao rendimento quimico da redugdo com o fermento de pdo livre (FPL). Na
redugio da 2-azidoacetofenona, originando o (R)-(-)-2-azido-1-feniletanol, também foi
observado um aumento significativo no rendimento quimico com a utilizagdo do FPI em
K10 (36 e 45% na primeira e segunda utilizagBes respectivamente)*!, em relagéo ao FPL o

qual apresentou um rendimento quimico de 12% na presenga de aglcar e sulfato de zinco®.
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Tabela XI - Resultados da Redugfo da (+)-2-azidopropiofenona (39) por Fermento de Péo:

Método? RQ/% ee/%
syn 40 anti 40

B 8 82 72
E-1 66 93 85
E-2 89 91 89
E-3 84 93 93
E-4 77 92 94
E-5 68 90 89
E-6 76 91 90
E-7 84 92 89
F-1 58 87 88
F-2 32 90 89
F-3 74 91 93
F-4 48 96 81
F-5 - - -

aMétodo B (Redugio sem aditivos), Método E (Redugdo com Fermento de Pdo Imobilizado em
Montmorilonita K10), Método F (Redugio com Fermento de Pao Imobilizado em Crisotila). A numeragio

das reagdes representa a ordem da reutilizagdo do Fermento de Pdo Imobilizado.

A redugio de 39 com FPI em K10 alcangou um rendimento quimico maximo de 89%
na segunda utilizagdo, apresentando uma pequena queda na terceira, quarta e quinta
utilizages, tornando a aumentar na sexta e sétima utilizagdes. A partir da sétima utilizagdo
ndo foi feita mais nenhuma redugfo, porém é possivel que o fermento ainda mostrasse
atividade em reagdes posteriores. Naoshima e col.®* por exemplo, conseguiram utilizar 12
vezes o mesmo FPIL.

Na redugio de 39 com FPI em crisotila a segunda utilizagdo apresentou uma queda
no rendimento quimico porém este aumentou acentuadamente na terceira utilizagfo
alcangando um maximo de 74%, tornando a cair na quarta utilizagdo € n3o mostrando
atividade na quinta utilizagao.

A Figura 18 apresenta um grafico dos resultados da Tabela XI, facilitando a

visualizagdo das consideragdes feitas logo acima.
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FIGURA 18 - Griafico dos resultados da Tabela X1 que ilustra a dependéncia do Rendimento Quimico em

relagdo a reutilizagdo do Fermento de Pao Imobilizado em Montmorilonita K10 ¢ em Crisotila.

De um modo geral, o excesso enantiomérico obtido nas redugdes com FPI em K10 e
FPI em crisotila variou pouco no uso repetitivo do catalisador. O isomero syn 40 na maioria
dos casos apresentou um excesso enantiomérico ligeiramente superior ao do isbmero anti
40. Na reducio com FPL o excesso enantiomérico dos isdmeros syn e anti ficou um pouco
aquém do excesso enantiomérico obtido nas redugdes feitas com FPL

O bom desempenho do FPI em relagdo ao FPL deve estar relacionado a uma
aceleracdo no metabolismo celular do fermento de pao devido & adsorgdo nos materiais
argilosos.

Através da literatura de microbiologia de solos, sabe-se que os micrébios aderem
prontamente & superficie de argilas e que estas frequentemente fornecem estimulo para o
crescimento e a atividade metabolica destes microbios. Baseando-se nisto, Gerson e Zajic®
sugerem que uma possivel explicagio sobre o aumento da atividade metabolica de células
imobilizadas esta relacionada a criagio de um "micro meio ambiente ideal" em torno de cada
célula através do fendmeno local de adsorgéo.

Observagdes sobre o estimulo ao processo fermentativo induzido por suportes
inorgdnicos em contato com células microbiais foram feitas por varios pesquisadores, entre

eles podemos citar: Navarro e col.8 sobre o estudo fermentativo de Saccharomyces
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carisbergensis adsorvido em esferas de vidro porosas; Haider e col.#7 sobre o aumento no
consumo de glicose em culturas de Saccharomyces cerevisiae adsorvidas em
montmorilonita; Velikanov e col.#® sobre o estudo da fermentagio de Saccharomyces
cerevisiae ¢ S. vini adsorvidos em asbestos e para finalizar, Ageeva e col® sobre a
aceleragdo da fermentacgio e o desenvolvimento das células de fermentos para a produgio de
vinhos adsorvidos em minerais como paligorsquita, montmorilonita e hidromica, segundo os
autores quanto maior a superficie especifica efetiva do mineral disperso mais forte € o seu
efeito estimulador no metabolismo do microorganismo, assim paligorsquita >
montmorilonita > hidromica.

Foram feitas algumas fotografias de amostras de fermento de pdo, montmorilonita
K10 e FPI em K10 utilizando-se microscopio eletr6nico e optico. Através destas pode-se
observar que o fermento de pdo apresenta-se como um aglomerado de células. Com a
introdug@o da montmorilonita K10 observa-se que este material promove a dispersio dos
aglomerados celulares. Isto pode resultar num aumento da area superficial do fermento
facilitando consequentemente o contato do substrato com as células, podendo ser uma das
causas responsaveis pelo aumento observado no rendimento quimico da redugdo com FPI
em relagdo ao FPL (Figuras 19, 20 e 21).

B
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Uma vez que a redugio de 39 com FPI em K10 forneceu os isbmeros syn e anti de
40 numa proporcdo 1:1, foram feitos alguns experimentos para determinar se os isdmeros
sdo formados ao mesmo tempo. Assim retirou-se aliquotas da mistura reacional em
intervalos apropriados, e apds a extragdo com cloroférmio os produtos foram examinados
através de RMN-TH. Os resultados obtidos estdo indicados na Tabela XII, e mostram
claramente que o isbmero syn é formado mais rapidamente que o isOmero anti. Estes
resultados sugerem que a extensio da racemizagio da 2-azidopropiofenona nio ¢é
significativa e que o fermento de pao reduz estereoespecificamente ambos os isdmeros (R) e
(S) da 2-azidopropiofenona como mostra o Esquema XXII.

Tabela XII - Raz&o syn/anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol formado na reducio da 2-
azidopropiofenona por Fermento de Pio Imobilizado em Montmorilonita K10.

Tempo de Reagdo/h syn/anti
3 1,41
6 1,38
24 1,0

A fim de verificar se uma mudanga no pH da reducgio resultaria num contrdle
estereoquimico empregando-se o método B, realizamos experimentos onde manteve-se 0
pH da redug@o constante em 3 e 9, retirando-se aliquotas da mistura reacional em intervalos
apropriados. Ap6s a extragdo com cloroférmio as amostras foram examinadas através de
RMN-'H, porém os espectros apresentaram tantos sinais que ndo foi possivel chegar a
alguma conclus@o.

Foram feitas varias tentativas para separar os isbmeros syn e anti de 40, entretanto
nao obtivemos resultados positivos. Procedemos entdo a transformagio dos azido alcoois
nos correspondentes derivados acetilados syn e anti 41 (Esquema XXIII), com o intuito de
facilitar a separag@o. Contudo, esta também nio foi possivel.
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A fim de se determinar a configuragio absoluta dos isbmeros syn e anti de 40
reduzimos a mistura de azido élcoois através de hidrogenagdo catalitica (H,/Pd-C) aos
correspondentes aminoélcoois 42 e 43 (Esquema XXIV). Os amino alcoois 42
(norpseudoefedrina) e 43 (norefedrina) pertencem & classe de drogas simpatomiméticas
oralmente ativas, cujos cloroidratos sio utilizados como supressores de apetite?®. O espectro
de RMN-'H obtido para a mistura de amino alcoois 42 e 43 foi comparado
satisfatoriamente com os dados publicados na literatura. Assim o isbmero syn 42 apresentou
6 CHOH em 4,32 ppmeJ,; =7,5Hze 1it>' § CHOH em 4,21 ppme J, =66 Hz e o
isdmero anti 43 apresentou 6 CHOH em 4,70 ppm e J, =3,7 Hz e lit> § CHOH em
445ppmeJ,;. =4,7Hz

vic

OH

syn 40

Hy | Pd/C

ESQUEMA XXV

A configuragio absoluta do isdmero anti majoritario foi assinalada como (1R,25),
através da técnica de RMN-'H, utilizando-se o reagente de deslocamento quiral (+)-Eu(hfc),
(1) e comparando-se com uma amostra padrio de (1S,2R)-(+)-norefedrina. Baseando-se
neste resultado, podemos assinalar a configuragio do isdmero syn majoritario como
(1R,2R).

Podemos dizer que a redugio da 2-azidopropiofenona 39 foi enantiosseletiva
formando preferencialmente o centro carbinélico de configuragio (R). Este resultado é
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concordante com a regra de Prelog levando-se em consideragio que o grupo fenila é maior
do que a fung&o alquila da 2-azidopropiofenona e que a redugio independe da configuragio
do carbono adjacente a carbonila, que contém o grupo azido. Por outro lado, a configuragio
do centro quiral adjacente & carbonila que contém o grupo azido pode interferir na

velocidade de reagdo pois observou-se que a azido cetona de configuracio R foi reduzida

mais rapidamente que azido cetona de configuragio S.
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111.4.4 - Consideragdes sobre as Redugoes das Fenil Cetonas a-substituidas

por Fermento de Pdo:

O i/
CH
Ph P pr” - CHs

x“l‘

X
B
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OH QH

/k/C Hy Ph/:\-/C H,

CH
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Com o auxilio do Esquema XXV e das equagdes 5-8, foi possivel racionalizar os
resultados obtidos nas redugdes das fenil cetonas a-substituidas por fermento de pao, os

quais encontram-se indicados na Tabela XIII.

Tabela X111 - Diastereosseletividade das Redugdes de Fenil Cetonas o-substituidas por
Fermento de Pdo conforme o Esquema XXV.

Substrato C:D E:F
X =l 2,7:1 3,9:1
X =Br 3,4:1 1,6 : 1
X =N, - Método B 83:1 7,8 :1
X =N; - Método E 16:1 24 : 1
X =N, - Método F 16:1 24 1

Método B (Redugdo sem Aditivos), Método E (Redugio com Fermento de Pdo Imobilizado em

Montmorilonita K10, Método F (Redugio com Fermento de Pio Imobilizado em Crisotila).

As fenil cetonas empregadas neste trabalho foram utilizadas na sua forma racémica.
Portanto, conforme ilustra o Esquema XXV as cetonas individuais A e B do referido
esquema quando submetidas a redugio por fermento de pdo podem originar dois
diastereoisOmeros cada.

Através dos dados da Tabela XIII podemos observar que a diastereosseletividade da
(+)-2-cloropropiofenona e (+)-2-bromopropiofenona foi pequena para ambas as cetonas
favorecendo no entanto a formagdo do isdmero synm no caso da cetona A (C>D) e
favorecendo o isdmero anti no caso da cetona B (E>F). Entretanto, no caso da redugdo da
(+)-azidopropiofenona por células livres podemos observar que a diastereosseletividade foi
praticamente o dobro em relagdo as outras cetonas (com o isdmero syn favorecido para a
cetona A, e o isdbmero anti favorecido para a cetona B). Em relagio a redugio pelo
fermento de pdo imobilizado, seja em crisotila, seja em montmorilonita a
diastereosseletividade da redugio se torna muito superior aos outros casos ja mencionados,
(maior ou igual a quatro vezes os demais resultados).

Com as consideragdes acima podemos dizer que o grupo azido é um grupo que
permite uma melhor discriminagio do centro quiral o a carbonila pelas enzimas do fermento
de pdo, favorecendo a formagéo do isomero syn quando a configuragio do centro quiral que
contém o grupo azido ¢ (R) e favorecendo a formagio do is6mero anti quando a
configuragdo do centro quiral que contém o azido é (S). De qualquer forma o ataque
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acontece preferencialmente na face Re do substrato carbonilico de acordo com a regra de

Prelog, e considerando-se o grupo fenila como o grupo mais volumoso.
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CONCLUSOES

A reducfo assimétrica de compostos carbonilicos por fermento de pdo, seja na forma
de células livres, seja na forma de células imobilizadas, mostrou ser uma técnica
extremamente vidvel para a obtengio de alcoois quirais.

Dentre os alcoois obtidos da redugio por fermento de péo, alguns como o 3-fenil-3-
hidréxipropionato de etila, os isdmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol, por
exemplo, podem ser Gteis como intermediarios na sintese de substancias com atividade
biologica.

Uma vez que as redugdes efetuadas n3o foram otimizadas, os resultados obtidos
podem ser melhorados e em alguns casos como no das fenil cetonas o-alquil substituidas,
um controle estereoquimico pode ser estudado.

Na maioria dos casos as redugdes efetuadas na presenga de agticar forneceram
rendimentos quimicos maiores que as redugdes efetuadas sem agucar. Por outro lado as
reducdes na auséncia de aditivos forneceram melhores rendimentos opticos que as redugdes
feitas na presenga de agucar.

A reducio empregando-se fermento de p3o imobilizado mostra ser uma alternativa
viavel quando a redugdo empregando-se células livres ndo fornece resultados satisfatorios,
como foi observado no caso das a-azido cetonas.

Adicionalmente, as redugdes com fermento de pdo imobilizado sio mais rapidas, os
produtos de reagdo sio isolados mais facilmente do caldo fermentativo, as reagdes sdo mais
limpas e o fermento de pdo imobilizado pode ser reutilizado varias vezes.

Em resumo, este trabalho mostrou as possibilidades de sintese de algumas
substincias com atividade bioldgica, entre elas, a-amino alcoois quirais, utilizando-se o
fermento de pdo na criagio do centro quiral carbindlico. A viabilidade economica da

aplicagdo desta tecnologia na produgio de alcoois quirais tera que ser avaliada.



1V - EXPERIMENTOS:
1V.1 - Instrumentos Utilizados:

o Espectrometria de Ressonéncia Magnética Nuclear:

Varian modelo T-60, Bruker modelo AW-80, Bruker modelo AC-300 P, Varian
modelo Gemini 300 para a obtengio dos espectros de RMN-1H, utilizando-se tetracloreto
de carbono, tetracloroetileno ou cloroféormio deuterado como solventes. Os deslocamentos
quimicos estdo expressos em ppm, tendo-se tetrametilsilano como referéncia interna;
indicando-se multiplicidade (s, singlete; d, dublete; dq, duplo quarteto; t, triplete; q,
quarteto; m, multiplete; 1, largo), constante de acoplamento (J) em Hertz e numero de
protons respectivamente.

o Espectroscopia de Infravermelho:

Perkin Elmer modelo 1430, usando a absorgdo em 1601 cm! de um filme de
poliestireno como referéncia e Perkin Elmer modelo 1600 séries FTIR na obtengdo dos
espectros de infravermelho, utilizando-se cela de cloreto de sédio ou pastilha de brometo de
potassio.

s Espectrometria de Massa:

Varian modelo MAT 311A para a obtengdo dos espectros de massa a 70 eV.
e Polarimetria:

Polarimetro Carl Zeiss modelo Polamat A com ldampada de mercirio a 546 € 578 nm
e modelo 373147 com lampada de sédio a 589 nm para obtengdo das medidas de rotagéo
Optica.

s Microscopia:

Microscépio eletronico de varredura Jeol modelo JS-T300, energia do filamento 20
kV, para obteng@o das micrografias eletronicas e microscopio 6ptico Olympus modelo CB-
KA, para a obtengédo das fotografias das amostras de fermento de pdo, montmorilonita K10,
fermento de pao imobilizado em montmorilonita K10.

s Ponto de Fusio:

Placa de aquecimento Reichert acoplada a microscopio Mettler modelo FP-5 para a
obtengdo das medidas de ponto de fusdo.
¢« Medidas de pH:

Foram feitas com o pHmetro de bolso Corning, modelo PS 15.

e Destilagdo:
Na purificagdo da 2-cloropropiofenona utilizou-se o sistema Spinning Band
Adiabatic marca Perkin Elmer, modelo 251.
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IV.2 - Informagdes Gerais:

o As redugdes microbioldgicas com fermento de péo foram extraidas com cloroformio,
utilizando-se um extrator liquido-liquido continuo!.

« Nas purificagdes por cromatografia de coluna utilizou-se silica gel Merck, sendo que os
pares de solventes mais comuns foram hexano/acetato de etila e hexano/diclorometano.

o Nas purificagdes por cromatografia preparativa foi utilizada uma suspenséo de silica gel
GF 254 Fluka, distribuida sobre placas de vidro 20 x 20 cm e reveladas com lampada
ultravioleta.

o Utilizou-se fermento de pdo marca Fleischmann.

o Os solventes comerciais utilizados foram préviamente tratados e destilados.

« Os reagentes utilizados foram obtidos de fornecedores e ndo tiveram purificagio prévia.

IV.3 - Descricdo Geral dos Procedimentos Empregados nas Redugdes
Microbioldgicas:

IV.3.1 - Redugdo com Fermento de Pdo na Presenga de Agicar e Sulfato de
Zinco: Método A

Este método baseou-se no procedimento descrito originalmente por Seebach e col.?
e teve como modificagdo a introdugio de uma pequena quantidade de sulfato de zinco
conforme recomendado por MacLeod e col.3. Em um baldo de fundo redondo com duas
bocas preparamos uma suspenséo de 20 g de fermento de pao comercial fresco em agua (10
ml). Juntamos a esta mistura 10 g de agticar em agua (38 ml) e 0,0128 g de sulfato de Zinco
heptahidratado também em agua (1,3 ml) e mantivemos em um banho termostatizado a 30
°C por 30 minutos sob agitagdo mecanica. Adicionamos 1 mmol de substrato a ser reduzido.
Apos 24 horas de reago juntamos a esta mistura 7 g de fermento de pdo comercial fresco
em agua (3 ml) e 3 g de aglicar em agua (13 ml). Decorridas 72 horas de reag¢do extraimos a
mistura com cloroférmio em um extrator liquido-liquido continuo por 48 horas. O extrato
bruto obtido foi purificado através de cromatografia de coluna usando-se misturas
apropriadas de solventes. Os produtos obtidos foram caracterizados segundo as técnicas de
IV e RMN-1H.

O progresso da redugdo pdde ser acompanhado através da retirada de uma amostra
apds 6 horas de reagdo a qual foi extraida com cloroférmio em extrator liquido-liquido
continuo por 24 horas e teve o extrato bruto analisado por RMN-1H.
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1V.3.2 - Redugdo com Fermento de Pdo sem Aditivos: Método B

Este método foi adaptado do procedimento original descrito por Torre e col.4. Em
um balio de fundo redondo com duas bocas, preparamos uma suspensdo com 35 g de
fermento de p#o comercial fresco em agua (20 ml) e mantivemos esta suspensio em um
banho termostatizado a 30 °C por 30 minutos sob agitagio mecéinica. Adicionamos a esta
suspenso 1 mmol de substrato a ser reduzido. Apds 24 horas de reagdo, extraimos e
purificamos a mistura conforme o procedimento descrito no método A. Os produtos obtidos
foram caracterizados segundo as técnicas de IV e RMN-1H.

Acompanhamos o progresso da reagio através da retirada de amostras apés 1 e 2,7
horas, as quais foram extraidas com cloroférmio em extrator liquido-liquido por 24 horas e
tiveram seu extrato bruto analisado por RMN-1H

1V.3.3 - Redugdo com Fermento de Pdo na Presenca de Acuicar: Método C

Este método € idéntico ao método A, porém eliminamos o sulfato de zinco do

procedimento experimental.

1V.3.4 - Redugdo com Fermento de Pdo na Presenga de m-dinitrobenzeno (m-
DNB): Método D

Este método € idéntico ao método B, porém a suspensdo de fermento de pdo em
agua adicionamos 0,2 mmol de m-dinitrobenzeno.

1V.3.5 - Redugdo com Fermento de Pdo Imobilizado (FPI) em Montmorilonita
K10: Método E

Em um baldo de 3 |, juntamos 50 g de FPI em montmorilonita K10, 50 g de agicar e
1 1 de solugdo de KCI 2%. Mantivemos a mistura a 30 °C em um banho termostatizado por
30 minutos sob agitagdio mecédnica. Apds este tempo adicionamos & mistura 3 mmol de
substrato a ser reduzido. Ap6s 48 horas de reagfo, filtramos a mistura & vacuo, saturamos o
filtrado com NaCl solido e extraimos com cloroférmio. Tratamos os extratos organicos com
sulfato de magnésio anidro e evaporamos o solvente . Purificamos o extrato bruto obtido
através de cromatografia preparativa de camada espessa eluida com hexano/acetato de etila
(95:5) por quatro vezes. Extraimos o produto desejado da placa cromatografica com uma
mistura de cloroférmio/metanol (90:10), (3 x 30 ml). Apdés a evaporagio do solvente
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caracterizamos o extrato por IV e RMN-1H. Suspendemos o FPI em solugio de KCl 2% e

armazenamos em geladeira® para ser utilizado em reagdes subsequentes.

1V.3.6 - Redugdo com Fermento de Pdo Imobilizado (FPI) em Crisotila:
Método F

Este método € idéntico ao método E porém utilizando-se o FPI em Crisotila ao invés
de FPI em montmorilonita K10.

1V.4 - Imobilizagdo do Fermento de Pdo:
1V.4.1 - Imobilizacdo do Fermento de Pdo em Montmorilonita K10:

Este procedimento baseou-se naquele descrito originalmente por Sorrilha®. Em um
bequer de 31, preparamos uma suspensdo de montmorilonita K10 (50 g) em agua destilada
(2 1) e fermento de pao comercial fresco (50 g). Agitamos a mistura por aproximadamente
duas horas e meia. Em seguida filtramos a mistura a vacuo observando-se que o filtrado
apresentava-se limpido. Ressuspendemos o fermento de pdo imobilizado em 1 | de solugio

de KCl 2% e armazenamos em geladeira até o momento da utilizag3o.

1V.4.2 - Imobilizacdo do Fermento de Pdo em Crisotila*7:

Em um bequer de 3 | preparamos uma suspensdo de crisotila (50 g) em 4gua
destilada (2 1) e fermento de pdo comercial fresco (40 g). Em seguida procedemos de
maneira similar a descrita no item IV.4.1.

1V.5 - Procedimento para a Determinagdo de Excesso Enantiomérico (ee):

Determinamos o ee dos alcoois 6pticamente ativos a partir dos espectros de RMN-
'H aos quais adicionamos o reagente de deslocamento quiral (+)-Eu(hfc), (1). Adicionamos
o reagente de deslocamento quiral a solu¢do da amostra em cloroformio deuterado (0,5 ml)
em pequenas porgdes (pelo menos 2), deixando-se reagir por mais ou menos 15 minutos
antes de registrar o espectro. Calculamos a proporg@o dos enantidmeros apds a separagdo
dos sinais no espectro por intermédio da integragdo dos mesmos. A regido de absor¢io dos
grupos metila foi a melhor regido para se observar a separagio dos sinais dos enantidmeros,
embora com alguns compostos também tenha sido possivel observar esta separagdo em
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outras regides do espectro. Observamos que uma boa separagfo dos sinais pdde ser obtida
quando se utilizou uma proporgio 1:1 em massa do alcool opticamente ativo e do reagente

quiral de deslocamento.
IV.6 - Preparagdo dos Reagentes:

IV.6.1 - Preparacdo de Benzoilacetato de Etilad (2):

Em um baldo de 3 bocas equipado com agitagio mecéanica e com 2 funis de adigéo,
colocamos 5O ml de agua, 25 ml de tolueno e 19,9 g (153 mmol) de acetoacetato de etila
préviamente destilado (66 °C/ 12 mmHg). Resfriamos a mistura com banho de gelo e
adicionamos 6,5 ml de solugdo de hidréxido de so6dio 33%. Mantendo-se a temperatura
abaixo de 10 °C e o pH proximo de 11, agitamos a mistura vigorosamente e
simultaneamente adicionamos a partir dos dois funis de adi¢do 27 ml de solugdo de
hidroxido de s6dio 33% e 23 g (19 ml, 164 mmol) de cloreto de benzoila. A adigao foi feita
durante 2 horas. Apds este tempo removemos o banho de gelo e deixamos a mistura
alcangar a temperatura ambiente. Aquecemos a mistura a 35 °c por 1 hora para garantir que
a reacdo se completasse. Em seguida, separamos a camada aquosa a qual adicionamos cerca
de 8 g de cloreto de amoénio. Deixamos a mistura em agitagdo lenta por toda a noite.
Adicionamos entfo cerca de 9 g de cloreto de s6dio e transferimos a mistura para um funil
de separagdo usando-se 5 ml de benzeno para a lavagem do frasco. Separamos a camada
organica e lavamos com 10 ml de 4gua fria. Aos extratos combinados foram adicionados
mais 4 ml de benzeno e o produto foi destilado a 145-154 °C/14 mmHg; obtendo-se 14,6 g
(76 mmol, 50%) de benzoilacetato de etila (2), na forma de um 6leo amarelo claro.

RMN-TH(60 MHz, CCl,): & 1,20 (t, ] = 7,0, 3H, CH,), 3,80 (s, 2H, COCH,), 4,15 (q, J =
7,0, 2H, CH,CH,;), 5,55 (s, H, forma endlica), 7,40 (m, 3H, Ph), 7,80 (m, 2H, Ph).

IV(filme): 2980, 1740, 1690, 1580, 1450, 755, 690 cmr.
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1V.6.2 - Preparagdo de Isonitrosopropiofenona (44)°:

O

NOH

Colocamos em um baldo de 3 bocas de 250 ml com agitagdo magnética e um
condensador de bolas, 128 g (134 mmol) de propiofenona e 65 ml de éter etilico. Nas outras
2 bocas do baldo conectamos 2 sistemas geradores de gases compostos por um erlenmeyer e
um funil de separagdo. No primeiro sistema colocamos no erlenmeyer 8,01 g de nitrito de
sodio em S ml de metanol e 5 ml de agua; no funil de separagio foi colocado 12,5 ml de uma
solugdo de acido sulfurico (1:2). No segundo sistema colocamos no erlenmeyer 9,87 g de
cloreto de so6dio e 10 ml de acido cloridrico concentrado e no funil de separacio
correspondente 15,5 ml de 4cido sulfirico concentrado. A mistura do baldo foi agitada e os
gases gerados pelos dois sistemas, HCl em um caso e nitrito de metila no outro, foram sendo
borbulhados lentamente na solugio de propiofenona. Com o tempo a solugéio adquiriu uma
cor avermelhada e o éter comegou a refluxar suavemente. O borbulhamento dos gases foi
feito durante 2 horas com um borbulhamento adicional de HCI por 30 minutos. Deixamos a
reagdo em repouso até o dia seguinte. A solugdo foi transferida para um funil de separagio e
extraida com 130 ml de hidroxido de sédio 10% p/v em porgdes de 14 ml até que o extrato
alcalino ficasse quase sem cor ao ser agitado com a solugio etérea. Gotejamos esta mistura
sobre 51 g de gelo moido em 38 ml de HCI concentrado, observando-se a precipitagio de
cristais claros que foram filtrados & vacuo. Obtivemos 153 g (93,9 mmol, 97%) de
isonitrosopropiofenona como um sélido de cor rosa claro. O produto foi utilizado na
preparagdo da 1-fenil-1,2-propanodiona (20) sem ser purificado.

RMN-1H(80 MHz, CDCL,): § 2,10 (s, 3H, CH,), 7,50 (m, 3H, Ph), 7,90 (m, 2H, Ph).

IV(KBr): 3260, 1655, 1450, 715, 700, 670 cml.
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1V.6.3 - Preparagdo da 1-fenil-1,2-propanodiona (20)":

o)

Colocamos em um baldo de 3 bocas 13,4 g (82,4 mmol) de isonitrosopropiofenona
(44) e 146 ml de uma solugdo de acido sulfurico 10% v/v. Foi feita a destilagdo por arraste
de vapor desta mistura até serem coletados aproximadamente 800 ml de liquido. Separamos
a dicetona da fase aquosa e em seguida extraimos com 300 ml de €eter. Juntamos os extratos
etéreos a4 dicetona separada inicialmente e tratamos com sulfato de sodio anidro.
Evaporamos o solvente obtendo-se 9,79 g (66,2 mmol, 82%) de 1-fenil-1,2-propanodiona
(20), na forma de um 6leo amarelo.

RMN-TH(80 MHz, CDCL,): § 2,50 (s, 3H, CH,), 7,50 (m, 3H, Ph), 8,00 (m, 2H, Ph).
IV(filme): 1710, 1670, 1450, 705, 685 cm-!.

1V.6.4 - Preparagdo de benzoilformamida (13)1:

)

NH,

Através de uma suspensio de 4,68 g (35,8 mmol) de cianeto de benzoila (12) em 2,8
ml de HCI concentrado a 0 °C, borbulhamos HCI em quantidade suficiente para manter a
mistura em agitagio e dissolver completamente o cianeto de benzoila, (cerca de 6 horas).
Em seguida derramamos a mistura sobre gelo moido e deixamos em repouso por meia hora.
Filtramos a mistura a vacuo obtendo-se 2,34 g (15,7 mmol, 44%) de benzoilformamida (13)

como um solido branco.

RMN-1H(80MHz, CDCl,): § 7,20-8,40 (m, 7H, Ph, NH,).
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IV(KBr): 3640-3000, 3415, 1680-1660 cm!.

Ponto de Fusio: 74-77,5 °C.

IV.6.5 - Preparagdo de (+)-2-azidopropiofenona (39)12:

0
CH,

N;

Preparamos uma solugio de 2-bromopropiofenona (35), 10,7 g (50,1 mmol) em 30
ml de dimetilsulfoxido a 10 °C. A esta solugfo em agitag@o adicionamos 4,08 g (62,8 mmol)
de azida de s6dic em uma porgdo. Acompanhamos o progresso da reagfio através de
cromatografia em camada delgada. Ao final da mesma, colocamos a mistura em agua e
extraimos o produto com acetato de etila (5 x 60 ml). Lavamos o extrato com agua (5 x 60
ml) e com uma mistura de hexano/diclorometano (2:1), (5 x 60 ml) para retirar todo o
dimetilsulfoxido. Em seguida tratamos com sulfato de magnésio anidro e evaporamos o
solvente. Obtivemos 8,31 g (47,4 mmol, 95%) de 2-azidopropiofenona (39) como um oleo
amarelo.

RMN-1H(300 MHz, CCl,, D,0): § 1,54 (d, 3H, J = 7,0, CH3), 4,54 (q, 1H, J = 7,0,
CHN,), 7,40-7,47 (m, 2H, Ph), 7,52-7,60 (m, 1H, Ph), 7,89-7,93 (m, 2H, Ph).

IV(filme): 3055,6, 2922,2, 2122,2, 2099,7, 1689,9 1449,2, 1217,4, 699,8 cm'!.



EXPERIMENTOS - 88

1V.6.6 - Preparagdo de (+)-2-iodopropiofenona (37)13:

CH,
O

Misturamos 6,11 g (28,7 mmol) de 2-bromopropiofenona (35), com 4,53 g (30,2
mmol) de iodeto de soédio em 20 ml de acetona anidra (seca sobre peneira molecular por

uma noite e destilada a seguir), a temperatura ambiente por 4 horas. Filtramos a mistura
reacional para remover o precipitado de brometo de sédio e evaporamos o solvente.
Dissolvemos o residuo em 50 ml de diclorometano e lavamos com solugio de tiossulfato de
sodio 5% (2 x 20 ml) para remover o iodo livre. A solugdo resultante foi tratada com sulfato
de magnésio anidro e ap0s a evaporagio do solvente obtivemos 6,29 g (24,2 mmol, 84%) de

2-iodopropiofenona como um 6leo marrom escuro.

RMN-'H(80 MHz, CDCL): § 2,0 (d, 3H, J=6,0, CH,), 5,3 (g, 1H, ] = 6,0), 7,4 (m, 3H,
Ph), 7,9 (m, 2H, Ph).

IV(filme): 3060,1, 2919,8, 1677,6, 1447,8, 702,8 cmL.

IV.6.7 - Preparagdo de (+)-2-cloropropiofenona (28)14:

0
CH,

Cl

Em um bal2o de 500 ml com 3 bocas equipado com condensador de bolas, agitagdo
magnética e termdmetro, adicionamos 122 g (716 mmol) de cloreto de cobre II dihidratado,
12,6 g (297 mmol) de cloreto de litio e 147 ml de dimetilformamida. Esta mistura foi
aquecida a 80 °C em banho de 6leo. Em seguida adicionamos aos poucos 33,4 g (250 mmol)
de propiofenona préviamente destilada (98 °C/15 mmHg). A mistura reacional foi mantida

em agitagdo nesta mesma temperatura por cerca de uma hora e meia e ap6s ter decorrido
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este tempo foi derramada sobre 149 g de gelo moido. Houve a formagéo de precipitado, o
qual foi dissolvido em 80 ml de dimetilformamida. Extraimos a mistura com n-pentano (6 x
50 ml). Combinamos os extratos e lavamos com agua (2 x 2 ml). Em seguida tratamos com
sulfato de s6dio anidro e destilamos o n-pentano. Obtivemos 30,2 g de extrato bruto. Com
nova extragio da mistura reacional utilizando-se uma mistura de hexano/diclorometano 2:1
(4 x 60 ml), foi possivel a obtengio de mais 13,9 g de produto bruto. O primeiro extrato
bruto obtido foi destilado no aparelho "spinning band" e rendeu 14,8 g (88,1 mmol, 35%) de
2-cloropropiofenona (28) pura na forma de um oleo claro ligeiramente amarelado, fragdo
obtida a 126 °C/ 15 mmHg ( lit.1*: 126,5-127 °C/18 mmHg).

RMN-'H(300 MHz, CDCL): § 1,74 (d, 3H, J = 6,7, CH,); 5,24 (q, 1H, J = 6,7, CHCI),
7.46-7,51 (m, 2H, Ph); 7,51-7,62 (m, 1H, Ph); 8,00-8,03 (m, 2H, Ph).

IV(filme): 3060, 2940, 1685, 1440, 745, 710, 680 cm'!.
1V.7 - Redug¢des Utilizando-se Fermento de Pdo:

1V.7.1 - Redugdo de Benzoilacetato de Etila (2):

OEt Fermento de . OEt

Pio

Método A: Empregamos 1,04 g (5,43 mmol) de benzoilacetato de etila (2) e apds
purificagio cromatografica obtivemos 511 mg (2,63 mmol, 49%) de (S)-(-)-3-hidroxi-3-
fenilpropionato de etila (3) recuperando-se 44,6 mg (0,232 mmol) de benzoilacetato de etila
correspondente a 4,3% do material originalmente empregado. O hidroxiester 3 apresentou
[a]?, - 41,0° (¢ 1,6 CHCl;) com pureza Optica de 75%!°.

RMN-'H(80 MHz, CCl,): § 1,20 (t, J = 8,0, 3H, CH,), 2,70 (d, J = 6,0, 2H, CHOHCH,),
3,10 (s, 1H, OH), 410 (q, ] = 8,0, 2H, CH,CH,), 5,10 (t, J = 6,0, 1H, CHOHCH,), 7,30 (s,
SH, Ph).
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IV(filme): 3450, 2980, 1730, 1450, 760, 700 cm-!.

EM(m/z, %): 195 (5%), 194 (35%), 120 (21%), 107 (100%), 106 (31%), 105 (88%), 91
(25%), 88 (35%), 79 (86%), 77 (71%).

Método B: Empregamos 511 mg (2,66) mmol de benzoilacetato de etila (2). Apos
purificagdo cromatografica obtivemos 155 mg (0,798 mmol, 30%) do hidréxiester 3. Este
apresentou [ac]?%, - 44,8° (¢ 1,3 CHCl;) com pureza Optica de 82%!5 e foi caracterizado
como no método A.

1V.7.2 - Redugdo de Benzoilformiato de Etila (10):

Método A: Partimos de 1,04 g (5,85 mmol) de benzoilformiato de etila (10) e apos
purificagdo cromatografica obtivemos 724 mg (4,02 mmol, 70%) do (R)-(-)-mandelato de
etila (11). Este apresentou [a]?} - 123° (¢ 1,1 CHCL,) correspondente a uma pureza 6ptica
de 95%!¢. A determinagio do excesso enantiomérico do (R)-(-)-mandelato de etila (11) foi
feita a partir de 44,5 mg (0,247 mmol) e 38,1 mg (0,0319 mmol) do reagente quiral de

eurépio 1 mas ndo se detectou o outro enantidmero no espectro.

RMN-H(300 MHz, CDCl;): 6 1,21 (t, 3H, J = 7,1, CH,), 4,15 (dq, 1H, ] = 7,l‘e J=10,6,
Hp), 4,25 (dq, 1H,7=7,1eJ=10,7, Hy), 3,27 (sl, 1H, OH), 5,14 (s, 1H, PhCH), 7,35 (m,
5H, Ph).

IV(filme): 3446,9, 3063,9, 29823, 1734,7, 1455,0, 733,1, 689.4 cm'!.

Método B: Partimos de 1,03 g (5,81 mmol) de benzoilformiato de etila (10) e apos
purificagdo cromatografica obtivemos 510 mg (2,83 mmol, 49%) do (R)-(-)-mandelato de



EXPERIMENTOS - 91

etila (11). Este apresentou [a]??;, - 117° (¢ 1,1 CHCI,) correspondente a uma pureza optica
de 90%!¢. A determinagio do ee foi feita a partir de 44,6 mg (0,248 mmol) do hidroxiester
11 para 38,9 mg (0,0326 mmol) do reagente quiral de eurdpio 1; entretanto ndo se detectou
o outro enantidmero no espectro. O (R)-(-)-mandelato de etila (11) foi caracterizado como
no método A.

IV.7.3 - Redugdo de Cianeto de Benzoila (12):

Fermento
CN s¢ CN

de Pio

Método B: Partimos de 113 mg (0,86 mmol) de cianeto de benzoila (12) e a analise por
RMN-!H do extrato bruto indicou que ndo houve redugdo recuperando-se o reagente de
partida. ’

1V.7.4 - Reducgdo de benzoilformamida (13):

Método A: Empregamos 1,01 g (6,75 mmol) de benzoilformamida (13). Apés purificagdo
por recristalizagdo em etanol obtivemos 631 mg (4,18 mmol, 62%) (R)-(-)-mandelamida

(14). Este apresentou [a]2, - 73,8° (¢ 1,5 acetona) correspondente a uma pureza optica de
97%17.
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RMN-TH(80 MHz, CDCL): & 1,60 (s, 2H, NH,), 3,50 (s, IH, OH), 5,10 (s, 1H, CHOH),
7,40 (s, SH, Ph).

IV(KBr): 3400, 3620-3000, 1670, 1650, 1500, 1455, 1435, 1195, 1100, 1070, 705, 610

cmt,
Ponto de Fusdo: 120,5-121,8 °C.

1V.7.5 - Redugdo da 1-fenil-1,2-propanodiona (20):

CH,

Fermento

de Pao

Método A: Partimos de 520 mg (3,51 mmol) de 1-fenil-1,2-propanodiona (20) e apos
purificagdo cromatografica obtivemos 474 mg (3,16 mmol, 90%) do anti (1R,2S)-(-)-1-
fenil-1,2-propanodiol (21). Este apresentou [a]2, - 37,9° (¢ 1,2 CHCL,).

RMN-1H(80 MHz, CDCl,): 8 1,01 (d, ] = 6,3, 3H, CH,), 2,80 (s, 2H, OH), 3,95 ( dq, 1H,
CHCH,), 4,63 (d, 1 =4,1, 1H, PhCH), 7,31 (s, SH, Ph).

IV(filme): 3400, 3040, 2990, 1455, 750, 710 cm'!,

EM(m/z): 109(14%), 108(100%), 107(96%), 105(18%), 91(14%), 90(10%), 89(6%),
80(11%), 79(98%), 78(14%), 77(60%).

Método B: Partimos de 510 mg (3,44 mmol) de 1-fenil-1,2-propanodiona (20) e apos
purificagdo cromatografica obtivemos 351 mg (2,33 mmol, 68%) do anti (IR 2S)-(-)-1-
fenil-1,2-propanodiol (21). Este apresentou [o]?°}, - 44,3° (¢ 1,3 CHCl,), e foi caracterizado
como no método A.



EXPERIMENTOS - 93

Método C: Partimos de 519 mg (3,51 mmol) de 1-fenil-1,2-propanodiona (20) e apés
purificagio cromatografica obtivemos 395 mg (2,63 mmol, 75%) do anti (1R,25)-(-)-1-
fenil-1,2-propanodiol (21). Este apresentou [a]?%;, - 37,6° (¢ 1,1 CHCl,), e foi caracterizado
como no método A.

1V.7.6 - Redugdo de Benzila (25):

OH O OH @ 7
Fermento ,
2 +
de Pdo
O OH
26 ,

syn 27

e

OH
anti 27

Meétodo A: Partimos de 507 mg (2,41 mmol) de benzila (25) e apés purificagdo
cromatografica obtivemos 305 mg (1,44 mmol, 60%) de benzoina (26) a qual apresentou
[a]?5, - 25,8° (¢ 1,2 acetona), correspondente a uma pureza optica de 23%'® 100 mg (0,467
mmol, 19%) de 1,2-difenil-1,2-etanodiol (27) como uma mistura de isdmeros syn e anti e
recuperou-se 47,3 mg (0,226 mmol, 9%) de benzila (25).

RMN-1H(80 MHz, CDCL,): Benzoina (26) & 4,50 (s, 1H, OH), 5,90 (s, 1H, CHOH), 7,20-
7,60 (m, 8H, Ph), 7,80-8,00 (m, 2H, Ph). |

RMN-1H(80 MHz, CDCL,): 1,2-difenil-1,2-etanodiol (27) 8 2,40 (s, 2H, OH), 4,80 (s, 2H,
CHOH), 7,30 (s, 10H, Ph).

TV(KBr): Benzoina (26): 3420, 3380, 1680, 1595, 1575, 1490, 1445, 1385, 1260, 1220,
1205, 1175, 1080, 1070, 975, 755, 705, 695, 600, 510 cm!.
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IV(KBr): 1,2-difenil-1,2-etanodiol (27): 330, 3320, 3060, 3040, 2900, 1495, 1450, 1420,
1345, 1275, 1195, 1030, 1020, 915, 820, 755, 700, 610, 525 cm!.

Ponto de Fusdo: Benzoina (26) 131-133 °C.

Método B: Partimos de 504 mg de benzila (25) e ap6s purificagio cromatografica
obtivemos 208 mg (0,981 mmol, 41%) de benzoina (26) a qual apresentou [a]?|, - 47,8° (¢
1,6 acetona), correspondente a uma pureza Optica de 42%% e 115 mg (0,535 mmol, 22%)
de 1,2-difenil-1,2-etanodiol (27) como uma mistura de isémeros syn e anti. Na
determinagdo do excesso enantiomérico da benzoina (26) utilizando-se (+)-Eu(hfc), (1)
empregamos 33,4 mg (0,157 mmol) de 26 e 32,6 mg (0,0273 mmol) de 1, obtendo-se um
excesso enantiomérico de 29%, calculado a partir das areas dos protons benzilicos dos

enantidmeros.

1V.7.7 - Redugdo de (+)-2-cloropropiofenona (28):

O OH
CHg CH;
Fermento +
Cl de Pao Cl

Método A: Partimos de 537 mg (3,18 mmol) da 2-cloropropiofenona (28) e apods a
purificag@o cromatogréafica obtivemos 101 mg (0,595 mmol, 19%) de uma mistura 1:1 dos
isdbmeros syn (IR, 2R) e anti (1R, 2S) do 2-cloro-1-fenil-1-propanol (29) recuperando-se
44,2 mg (0,262 mmol, 8%) da 2-cloropropiofenona (28).

RMN-1H(300 MHz, CDCL): syn & 1,36 (d, 3H, J = 6,7, CH,), 4,16-4,25 (m, 1H, CHCI),
4,57 (d, 1H, ] = 7,6, CHOH); anti 6 1,37 (d, 3H, T = 6,7, CH,), 4,26-4,34 (dq, 1H, ] = 6,7
e]=23,8, CHCI), 4,92 (d, 1H, J = 3,8, CHOH); 2,52 (sl, 2H, OH), 7,27-7,49 (m, 10H, Ph).

IV(filme): 3400, 3020, 2970, 1445, 750, 690 cm™!.
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Método B: Partimos de 1,01 g (5,97 mmol) de 2-cloropropiofenona (28) e apds a
purificagio cromatografica obtivemos 165 mg (0,967 mmol, 16%), de mistura dos isdmeros
syn e anti na proporgio 1,2:1 do 2-cloro-1-fenil-1-propanol (29), recuperando-se 82,6 mg
(0,490 mmol, 8%) da 2-cloropropiofenona (28). Aumentando-se o tempo de reagdo para 48
horas e partindo-se de 3,01 g (17,9 mmol) de 2-cloropropiofenona (28), obtivemos apos
purificagio cromatogréfica 1,22 g (7,19 mmol, 40%) de uma mistura 1:1 dos isbmeros syn e
anti do 2-cloro-1-fenil-1-propanol (29). Foi feita analise com reagente de deslocamento
quiral empregando-se 54,7 mg (0,321 mmol) da mistura de cloroidrinas de 29 e 30,3 mg
(0,0254 mmol) do reagente de europio obtendo-se um ee de 63% para o isbmero syn e 40%
para o isdmero anti. Separamos os diastereosisdmeros por cromatografia de coluna usando
hexano/diclorometano como solvente; o isdmero symn do 2-cloro-1-fenil-1-propanol
apresentou [a]®y, - 26,4° (¢ 0,5 CHCL,) e o isdmero anti apresentou [a]*%; - 18,3° (¢ 0,5
CHCL,).

RMN-'H(80 MHz, CCl,): syn § 1,30 (d, 3H, J = 6,0, CH;), 2,20 (sl, 1H, OH), 4,10 (m,
1H, CHCY), 4,50 (d, 1H, ] = 6,0, CHOH), 7,30 (s, 5H, Ph).

RMN-1H(80 MHz, CCL,) anti 8 1,30 (d, 3H, J = 6,0, CH;), 2,10 (sl, 1H, OH), 4,20 (m,
1H, CHCI), 4,80 (d, 1H, J= 3,6, CHOH) 7,20 (s, SH, Ph).

IV.7.8 - Redugdo da (+)-2-iodopropiofenona (37):

Método B: Partimos de 1,01 g (3,90 mmol) de 2-iodopropiofenona (37) e apOs
purificagio cromatografica obtivemos 138 mg (1,03 mmol, 27%) de propiofenona (32) e
4,34 mg de 1-fenil-1-propanol (38) (0,0319 mmol).

RMN-1H(80 MHz, CDCL,): Propiofenona (32) 6 1,20 (t, 3H, J = 8,0, CH;), 2,90 (q, ZH,
J=8,0, CH,), 7,50 (m, 3H, Ph), 7,90 (m, 2H, Ph).
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RMN-'H(300 MHz, CDCly): 1-fenil-1-propanol (38) & 0,921 (t, 3H, J = 7,4, CH,), 1,71-
1,88 (m, 3H, CH, e OH sobrepostos), 4,60 (t, 1H, J = 6,5, CHOH), 7,34 (s, 5H, Ph).

IV(filme): Propiofenona (32) 3061,0, 2978,0, 1687,1 1482,2, 14486, 745,5, 690,5 cm-l.
Método D: Partimos de 1,00 g (3,86 mmol) de 2-iodopropiofenona (37) e 135 mg (0,805

mmol) de m-DNB. Apos a purificag@o cromatografica obtivemos 178 mg (1,33 mmol, 35%)
de propiofenona (32), a qual foi caracterizada como no método B.

1V.7.9 - Redugdo de (+)-2-bromopropiofenona (35):

Método B: Partimos de 1,03 g (4,84 mmol) de 2-bromopropiofenona (35). Apos a
purificagio cromatografica por coluna obtivemos 483 mg (0,360 mmol, 7%) de
propiofenona (32) e 37,7 mg (0,175 mmol, 4%) de uma mistura 2:1 dos isdmeros syn e anti
do 2-bromo-1-fenil-1-propanol (36). A determinagio do ee foi feita empregando-se 26,3 mg
(0,122 mmol) da mistura diastereoisomérica das bromoidrinas de 36 e¢ 30,7 mg (0,0257
mmol) do reagente quiral de eurdpio (1) obtendo-se 66% para o isdmero syn e 6% para o
isdmero anti.
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RMN-1H(300 MHz, CCl,, D,0): anti 5 1,49 (d, 3H, J = 6,9, CH,), 2,37 (s, 1H, OH),
433-436 (dq, 1H,J=33 eJ =69, CHBr), 4,95 (d, 1H, J = 3,3, CHOH); syn & 1,54 (d,
3H, J = 6,8, CH,), 2,55 (sl, 1H, OH), 4,20-4,25 (m, 1H, CHBr), 4,51 (d, 1H, J = 7,7,
CHOH); 7,19-7,33 (m, 10H, Ph).

Método D: Partimos de 1,05 g (4,92 mmol) de 2-bromopropiofenona (35) e 171 mg (1,02
mmol) de m-DNB. Apos purificagio cromatografica obtivemos 28,5 mg (0,212 mmol, 4%)
de propiofenona (32) e 39,4 mg (0,183 mmol, 4%) 2-bromo-1-fenil-1-propanol (36) como
uma mistura 1,7:1 dos isbmeros syn e anti correspondentes. A determinag@o de ee foi feita
empregando-se 27,8 mg (0,129 mmol) da mistura de bromoidrinas de 36 € 36,9 mg (0,0309
mmol) de (+)-Eu(hfc); (1) e obtivemos um ee de 69% para o isdbmero syn e 8% para o
isdmero anti.

RMN-1H(300 MHz, CDCL,): syn & 1,56 (d, 3H, ] = 6,9, CH,), 4,61 (d, 1H, ] = 7,7,
CHOH), 2,55 (sl, 1H, OH); anti 8 1,54 (d, 3H, ] = 6,6, CH,), 2,81 (sl, 1H, OH), 5,00 (d,
1H, J = 3,5, CHOH); 4,31-4,44 (m, 2H, CHBr), 7,27- 7,39 (m, 10H, Ph).

IV.7.10 - Reducdo de (+)-2-azidopropiofenona (39):

CH,
Fermento

N, de Pao N, 3

anti 40

Método B: Empregamos 1,02 g (5,82 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e deixamos
reagir por 48 horas. Apos a purificagdo cromatografica do extrato bruto obtivemos 86,7 mg
(0,489 mmol, 8%) de uma mistura 1,2:1 dos isGmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-
propanol (40), recuperando-se 108 mg (0,617 mmol, 11%) de 2-azidopropiofenona (39). A
mistura de azido alcoois syn e anti foi submetida a cromatografia preparativa por camada
esp€ssa numa tentativa de separar os diastereoisdmeros. Conseguiu-se um enriquecimento

do isdbmero sym na mistura, a qual foi utilizada posteriormente na analise do ee. Na



EXPERIMENTOS - 98

determinag@o do excesso enantiomérico com (+)-Eu(hfc); (1) usando-se 36,9 mg (0,208
mmol) da mistura de azidodlcoois de 40 para 36,5 mg (0,0306 mmol) do reagente de
europio obtivemos um ee de 82% para o isbmero syn e 72% para o isdmero anti.

RMN-TH(300 MHz, CDCL,): syn & 1,10 (d, 3H, J = 6,6, CH,); 4,44 (d, 1H, J = 7,4,
CHOH); anti 8 1,18 (d, 3H, ] = 6,6, CH;); 4,71 (d, 1H, J = 4,4, CHOH); 2,63 (sl, 2H,
OH); 3,61-3,72 (m, 2H, CHN,); 7,29-7,46 (m, 10H, Ph).

IV(filme): 3422,0, 2104,2, 1603,9, 1493,4, 14534, 1379,4, 1259,2, 1023,3, 988,7, 762,3,
702,1 cm-1.

Método E:

I* Reag¢do - Partimos de 509 mg (2,90 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e apos
purificagdo cromatografica do extrato bruto obtivemos 337 mg (1,90 mmol, 66%) de um
6leo amarelo claro correspondente 4 mistura 1:1 dos isdmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-
1-propanol (40). Os produtos desta reagio e das reagbes subsequentes foram caracterizados
como no método B. Determinamos o ee empregando-se 49,4 mg (0,279 mmol) da mistura
de azido alcoois e 49,6 mg (0,0420 mmol) de (+)-Eu(hfc),, obtendo-se 93% para o isdmero
syn e 85% para o isOmero anti.

29 Reagdo - Utilizando-se o FPI em K10 proveniente da primeira reagdo, Partimos de 520
mg (2,97 mmol) de 2-azidopropiofenona (39). Apés a purificagdo cromatografica obtivemos
468 mg (2,64 mmol, 89%) de um dleo amarelo claro correspondente a mistura 1:1 dos
isdbmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40). Determinamos o ee empregando-se
24,6 mg (0,139) da mistura de azido éalcoois e 22,2 mg (0,0186 mmol) de (+)-Eu(hfc),,
obtendo-se 91% para o isdmero syn e 89% para o isGmero anti.

32 Reagdo - Utilizando-se o FPI em K10 proveniente da segunda reagio, Partimos de 517
mg (2,95 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e ap6s a purificagdo cromatografica do
extrato bruto obtivemos 441 mg (2,49 mmol, 84%) de um oéleo amarelo claro
correspondente a mistura 1:1 dos isdbmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40).
Determinamos o ee utilizando-se 31,1 mg (0,176 mmol) da mistura de azido alcoois e 37,8
mg (0,0317 mmol) de (+)-Eu(hfc); (1), obtendo-se um ee igual a 93% para ambos os
isémeros.
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42 Reagdo - Utilizando-se o FPI em K10 proveniente da terceira reagao, Partimos de 506
mg (2,89 mmol) de 2-azidopropiofenona (39). Apos a purificagdo do extrato bruto
obtivemos 396 mg (2,23 mmol, 77%) de um o6leo amarelo claro correspondente & mistura
1:1 dos isBdmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40). Determinamos o ee

utilizando-se 30,4 mg (0,171 mmol) da mistura de azido alcoois € 37,1 mg (0,0311 mmol)
de (+)-Eu(hfc), (1), obtendo-se 92% para o isdmero syn e 94% para o isbmero anti.

5@ Reacdo - Utilizando-se o FPI em K10 proveniente da quarta reagdo, Partimos de 516 mg
(2,94 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e apos purificagdo do extrato bruto obtivemos
356 mg (2,01 mmol, 68%) de um O6leo amarelo claro correspondente 4 mistura 1:1 dos
isbmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40). Determinamos o ee utilizando-se
28,7 mg (0,162 mmol) da mistura de azido élcoois € 25,0 mg (0,0210 mmol) de (+)-Eu(hfc),

(1), obtendo-se 90% para o isdmero syn e 89% para o isdmero anti.

69 Reagdo - Utilizando-se o FPI em K10 proveniente da quinta reagéo, Partimos de 507 mg
(2,90 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e apés a purificagdo cromatografica obtivemos
388 mg (2,19 mmol, 76%) de um o6leo amarelo claro correspondente a mistura 1:1 dos
isdmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40). Determinamos o ee utilizando-se
27,5 mg (0,155 mmol) da mistura de azido alcoois e 32,5 mg (0,0272 mmol) de (+)-Eu(hfc),
(1), obtendo-se 91% para o isdmero syn e 90% para o isdmero anti.

72 Reagdo - Utilizando-se o FPI em K10 proveniente da sexta reagdo, Partimos de 508 mg
(2,90 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e ap6s a purificagdo cromatografica obtivemos
432 mg (2,44 mmol, 84%) de um Oleo amarelo claro correspondente a mistura 1:1 dos
isdmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40). Determinamos o ee utilizando-se
26,9 mg (0,152 mmol) da mistura de azido alcoois e 32,7 mg (0,0274 mmol) de (+)-Eu(hfc);

(1), obtendo-se 92% para o isdmero syn e 89% para o isbmero anti.

Método F:

1 Reagio - Empregamos 205 mg (1,17 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e apos
purificagdio através de cromatografia preparativa obtivemos 120 mg (0,676 mmol) de uma
mistura 1:1 dos isdmeros syn € anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40), equivalente a um
rendimento quimico de 58%. Na determinagdo do ee empregamos 22,6 mg (0,128 mmol) da
mistura de azido alcoois e 25,7 mg (0,0215 mmol) do reagente quiral de eurdpio 1 obtendo-
se um ee de 87% para o isdmero syn e 88% para o isdmero anti.
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22 Reagdo - Utilizando-se o FPI em crisotila proveniente da primeira reagio, empregamos
201 mg (1,15 mmol) da azidocetona 39 e ap0s a purificago por cromatografia preparativa
obtivemos 65,8 mg (0,371 mmol) de uma mistura 1:1 de azido &lcoois syn e anti do 2-
azido-1-fenil-1-propanol (40), com um rendimento quimico de 32%. Na determinagio do ee

empregamos 31,5 mg (0,177 mmol) da mistura de azido alcoois e 42,9 mg (0,0360 mmol)

de Eu(hfc), (1), obtendo-se um ee de 90% para o isdmero syn e 89% para o isOmero anti.

32 Reagdo - Utilizando-se o FPI em crisotila proveniente da segunda reagdo, empregamos
202 mg (1,15 mmol) de azidocetona 39 e apos a purificagdo por cromatografia preparativa
obtivemos 151 mg (0,852 mmol) de uma mistura 1:1 de azido alcoois syn e anti do 2-azido-
1-fenil-1-propanol (40), com um rendimento quimico de 74%. Determinamos o ee
empregando-se 37,7 mg (0,213 mmol) da mistura de azido élcoois e 50,8 mg (0,426 mmol)
do reagente quiral de eurdpio e obtivemos 91% para o isémero syn e 93% para o isdmero

anti.

4° Reacdo - Utilizando-se o FPI em crisotila proveniente da terceira reagio, empregamos
200 mg (1,14 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e apds purificar-se o extrato bruto
obtivemos 97,8 mg (0,552 mmol) de uma mistura 1:1 dos isdmeros syn e anti do 2-azido-1-
fenil-1-propanol (40), com um rendimento quimico de 48%. O ee foi determinado a partir de
17,0 mg (0,0960 mmol) da mistura de azido alcoois e 24,6 mg (0,0206 mmol) de Eu(hfc)s,

obtendo-se um ee de 96% para o isdmero syn e 81% para o isdmero anti.

52 Reagdo - A partir desta reago ndo se observou a redugio da 2-azidopropiofenona (39).
1V.7.11 - Redugdo de (+)-2-azidopropiofenona (39) a pH 3:

Método B: Partimos de 1,20 g (6,85 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e deixamos
reagir por 48 horas. Mantivemos a rea¢do a pH 3 durante o periodo mencionado através da
adi¢do de solug@o de HCl 1M. Retiramos aliquotas da mistura de reag@o apos 10 e 32 horas
de reacdo. As amostras foram extraidas e apds a evaporagdo do solvente tiveram o extrato
bruto analisado por RMN-1H, porém, o espectro obtido apresentou muitos sinais e ndo foi
possivel fazer a sua atribuigio.
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1V.7.12 - Redug¢do de (+)-2-azidopropiofenona (39) a pH 9:

Método B: Partimos de 1,20 g (6,85 mmol) de 2-azidopropiofenona (39) e deixamos
reagir por 24 horas. Mantivemos a reagdo a pH 9 durante o periodo mencionado através da
adigdio de solugio de NaOH IM. Decorrido o tempo de reagio neutralizou-se a mistura de
reacdo e extraimos com cloroférmio. Apds a evaporagio do solvente analisamos o extrato
bruto da reagdo por RMN-IH. O espectro obtido apresentou muitos sinais € néo foi possivel

fazer a sua atribuigfo.

1V.7.13 - Reducdo de 2-azidopropiofenona (39) Com Acompanhamento da
Reacdio Através da Retirada de Aliquotas:

anti 40

Método E: Partimos de 506 mg (2,89 mmol) de 2-azidopropiofenona (39). Retiramos
aliquotas da reagfo nos periodos correspondentes a 3, 6 e 24 horas. Filtramos as aliquotas a
vacuo, saturamos a fase aquosa com NaCl sélido e extraimos com cloroférmio (5 x 50 ml).
Ap6s o tratamento dos extratos organicos com sulfato de magnésio anidro evaporamos o
solvente e analisamos o extrato bruto das amostras por RMN-!H. A amostra retirada ap6s 3
h de reac¢do forneceu uma razio syn/anti = 1,41 dos isdmeros do 2-azido-1-fenil-1-propanol
(40) que foi medida através da integragio dos sinais dos prétons carbinolicos no espectro de
RMN-!H dos respectivos isOmeros. A amostra retirada apds 6 h forneceu uma razdo
syn/anti = 1,38 a qual foi obtida de forma idéntica & da amostra apos 3 h de reagdo. A
amostra apos 24 h forneceu uma razio syn/anti = 1,0 e a razo foi obtida de modo similar
as amostras anteriores.
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1V.8 - Qutras Reagoes:

V8.1 - Reagdo de Benzoilagdo do anti (IR, 2S)-(-)-1-fenil-1,2-propanodiol
(21)39_—

Em um baldo de 25 ml colocamos 268 mg (0,74 mmol) de 1-fenil-1,2-propanodiol
(21) proveniente do método A do item IV .7.5, 0,4 mi de piridina, 4,3 m} de diclorometano €
0,64 ml (5,52 mmoi) de cloreto de benzoila. Agitamos esta mistura por 12 horas a
temperatura ambiente. Em seguida fizemos 2 neutralizaggo com HC! diluido, extraimos a
mistura com diclorometano (3 x 10 ml) e tratamos o extrato com sulfato de magnésio
anidro. ApOs a evaporagao do solvente obtivemos 398 mg (1,11 mmol, 63%) de um solido

branco correspondente ao dibenzoato 22 que foi recristalizado em metanol. Este apresentou
[a]?, + 59,0° (c 1,2 CHCL).

RMN-'H(80 MHz,CDCL): 8 1,40 (d, J = 6,0, 3H, CH,), 5,40-5,75 (m, 1H, CHCH,), 6,30
(d, =40, 1H, PhCH), 7,18-7,60 (m, 1 1H, Ph), 7,88-8,18 (m, 4H, Ph).

TV(KBr): 3080, 3060, 3030, 2990, 2920, 1710, 1600, 1450, 1315, 1295, 1275, 1250, 1110,
1070, 1025, 710 cmr,

Ponto de Fusfo: 93-94 °C.
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1V.8.2 - Redugdo de 2-cloropropiofenona (28) com NaBH po:

A uma solugio de 1,07 g (6,35 mmol) de 2-cloropropiofenona 28 em 12,5 ml de
metanol a O °C, adicionamos 483 mg (11,9 mmol) de boroidreto de sddio durante
aproximadamente 1 hora. Mantivemos a mistura foi em agitacio por uma hora com o
progresso da reagdo sendo acompanhado por placa cromatogréfica. Tratamos a reagdo com
solugdo aquosa de HCl a 5% até pH 4cido. Saturamos a fase aquosa com NaCl e extraimos
com éter etilico (3 x 30 ml). Os extratos foram reunidos e tratados com sulfato de magnésio
anidro. Com a evaporagdo do solvente obtivemos 983 mg (5,77 mmol, 91%) do isdmero
(+)-syn do 2-cloro-1-fenil-1-propanol (29).

RMN-1H(300 MHz, CDCL): 8 1,36 (d, 3H, J = 6,6, CH,), 2,84 (sl, 1H, OH), 4,15-4,24 (m,
1H, CHCI), 4,56 (d, 1H, J = 7,5, CHOH), 7,31-7,38 (m, 5H, Ph).

IV(filme): 3416,7, 3063,6, 2979,4, 1453,3, 765,7, 702,2, cm!.

IV.8.3 - Reagdo de Epoxidagdo de syn (+) 2-cloro-1-fenil-1 -propanol (29)21;

Em um baldo de 25 ml colocamos 2,6 ml de uma solugdo 2 M de hidréxido de sédio.
A esta solugdo adicionamos gota a gota 251 mg (1,4 mmol) de syn (+)-2-cloro-1-fenil-1-
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propanol (29) durante 15 minutos 4 22 °C com agitagdo. Lavamos o recipiente que continha
a cloroidrina com 2 ml de éter e adicionamos esta solugio etérea a mistura reacional.
Agitamos a mistura resultante vigorosamente por uma hora a temperatura ambiente.
Saturamos a mistura com sulfato de sodio e extraimos com pentano (3 x 20 ml).
Combinamos os extratos orgénicos e tratamos com cloreto de célcio anidro. Removemos o
solvente e obtivemos 122 mg (0,912 mmol, 62%), do (+)-cis-1-fenil-1,2-epoxidopropano
(30), na forma de um oleo.

RMN-'H(300 MHz, CDCL): & 1.08 (d, 3H, J = 5,5, CH,), 3,30-3,36 (m, 1H, CHCH,),
4,05 (d, 1H, J = 4,0, PhCH), 7,23-7,37 (m, 5 H, Ph)

IV(filme): 3063,2, 2967,0, 1496,2, 1450,9, 1258,5, 1205,4, 743,0, 700,4 cm-!,

1V.8.4 - Reagdo de Epoxidacdo dos isémeros syn e anti do 2-cloro-1 -fenil-1-
propanol (29)21;

H
CHs NaOH CHs,
B —— e ES—

Cl
syn29 (1R,2R) cis 30 (1R 2S)

O CHs

nti 29 2) N ) trans 3 IR2)

O procedimento € anilogo ao descrito no item IV.8.3, porém partimos de 448 mg
(2,62 mmol) da mistura de cloroidrinas syn e anti de 29 e 4,75 ml de solugdo de hidréoxido
de sodio 2 M, obtendo-se 271 mg (2,02 mmol, 77%) de uma mistura 1:1 dos
correspondentes epoxidos cis e trans do 1-fenil-1,2-epoxipropano (30).
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RMN-1H(300 MHz, CDCL,): ¢is 8 1,08 (d, 3H, J = 5,5, CH,), 3,29-3,36 (m, 1H, CHCH,),
4,05 (d, 3H, J = 4,3, PhCH); trans 5 1,44 (d, 3H, J = 5,2, CH,), 3,00-3,05 (dq, 1H, J = 5,2
eJ =20, CHCH,), 3,56 (d, 1H, J=2,0, PhCH); 7,23-7,37 (m, 10H, Ph).

IV(filme): 3063,5, 2991,5, 14963, 1450,8, 1205,9, 743,3, 699,4 cm-!.

IV.8.5 - Reagdo de Epoxidagdo do Is6mero anti do 2-cloro-1-fenil-1-propanol
(29)21:

anti 29 (IR 2S)

trans 30 (IR2R)

Determinamos a configuragio absoluta dos centros quirais do isdmero anti do 2-
cloro-1-fenil-1-propanol (29) separando-se os diastereoisdmeros syn e anti por
cromatografia de coluna e analisando as fragdes por cromatografia gasosa. Em seguida
submetemos uma fragdo enriquecida com o diastereoisdmero anti a reagio de epoxidagdo
conforme descrito a seguir.

Através de procedimento analogo ao descrito no item IV 8.3, porém partindo-se de
160 mg (0,950 mmol) de uma fragéo enriquecida com o isémero anti do 2-cloro-1-fenil-1-
propanol (29) e 1,54 ml de uma solugio de NaOH 2M, obtivemos 102 mg (0,757 mmol,
80%) de 1-fenil-1,2-epoxipropano (30) enriquecido com o isdmero trans.

O epoxido enriquecido com o isdmero trans de 30 apresentou [o]?0, + 8,6° (¢ 1,2
CHCL,), e a rotagdo Optica descrita na literatura para o trans epoxido de configuragdo
absoluta (1R,2R) € [a]?0, + 48,5° (¢ 0,9 CHCI,)?2.

RMN-1H(80 MHz, CCl,) § 1,40 (d, 3H, J = 5,6, CH,), 2,80 (m, 1H, CHCH,), 3,40 (d, 1H,
J=2,0, PhCH), 7,10 (s, SH, Ph).
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1V.8.6 - Reagdo de Epoxidacdo do Isémero syn do 2-cloro-1 -fenil-1-propanol
(29)21;

OH O

H
CHs NaOH CHs,
R

Ci
syn 29 (IR 2R)

Determinamos a configuragio absoluta dos centros quirais do isdbmero syn do 2-
cloro-1-fenil-1-propanol (29) separando-se a mistura de diastereoisémeros syn e anti por
cromatografia de coluna e analisando as fragdes através de cromatografia gasosa. Em
seguida submetemos uma fragio enriquecida com o isdmero syn do 2-cloro-1-fenil-1-
propanol (29) a reagdo de epoxidagio, conforme descrito logo abaixo.

Através de procedimento analogo ao descrito no item IV.8.3, porém partindo-se de
33,9 mg (0,201 mmol) de uma fragdo enriquecida com o isdmero syn do 2-cloro-1-fenil-1-
propanol (29) e 0,30 ml de uma solugio 2 M de NaOH, obtivemos 10,1 mg (0,0753 mmol,
37%) do 1-fenil-1,2-epoxipropano (30) enriquecido com o isdmero cis.

O epodxido cis de 30 apresentou [a]?*, - 17,4° (¢ 0,5 CHCL) e a rotagdo Optica
descrita na literatura para o cis epoxido de configuragdo absoluta (1S,2R) € [a]?, + 47,3°
(c 1,43 CHCL;)?2% portanto podemos assinalar a configuragdo (1R,28) para o epéxido que
obtivemos.

RMN-'H(80 MHz, CCl,) § 1,00 (d, 3H, J = 5,0, CH,), 3,20 (m, 1H, CHCH,), 3,90 (d, 1H,
J=4,0, PhCH), 7,20 (s, SH, Ph).
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1V.8.7 - Redugdo de (+)-2-bromopropiofenona (35) com NaBH j°:

Partimos de 1,25 g (5,88 mmol) de 2-bromopropiofenona (35) dissolvida em 2 ml de
metanol e adicionamos aos poucos 429 mg (11,3 mmol) de boroidreto de sédio. Apés o
tratamento da reagdo obtivemos 755 mg (3,51 mmol, 60%) do isémero (+)-syn do 2-
bromo-1-fenil- 1-propanol (36). A analise com reagente de deslocamento quiral foi feita com
45,7 mg (0,0383 mmol) do reagente de eurépio 1 e 30,3 mg (0,141 mmol) de (+)-syn 36.

RMN-TH(300 MHz, CDCl,): § 1,56 (d, 3H, J = 6,8, CH,), 2,58 (sl, 1H, OH), 4,29-4,39 (m,
IH, CHBr), 4,62 (d, 1H, J=7,7, CHOH), 7,29-7,40 (m, SH, Ph).
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1V.8.8 - Reagdo de acetilagdo da mistura de isomeros syn (IR, 2R) e anti (IR,
2S) do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40)2:

Misturamos em um baldio de 25 ml, 284 mg (1,62 mmol) da mistura
diastereoisomérica syn e anti de 2-azido-1-fenil-1-propanol (40), 198 mg (1,94 mmol) de
anidrido acético, 196 mg (1,94 mmol) de trietilamina e 19,8 mg (0,162 mmol) de DMAP.
Agitamos a mistura & temperatura ambiente e acompanhamos o progresso da reagio por
placa cromatografica. Ao final da reagdo diluimos a mistura com 5 ml de diclorometano,
lavamos com HCI 1% (2 x 2 ml); em seguida lavamos com solugio aquosa saturada de
bicarbonato de sédio (2 x 2 ml) e finalmente lavamos com salmoura (2 x 2 ml). O material
foi tratado com sulfato de magnésio anidro, evaporamos o solvente e obtivemos 305 mg
(1,39 mmol), 87%) dos isdmeros syn e anti do O-acetil-2-azido-1-fenil-1-propanol (41).

RMN-1H(300 MHz, CDCL,): syn 8 1,08 (d, 3H, ] = 6,7, CH,), 2,13 (s, 3H, CH,), 5,64 (d,
1H, J = 7,6, CHOAC); anti: 1,21 (d, 3H, J = 6,8, CH,), 2,14 (s, 3H, CH,), 5,77 (d, 1H, J =
4,8, CHOAc), 3,77-3,82 (m, 2H, CHN,), 7,30-7,40 (m, 10 H, Ph).

IV(filme): 2935,8, 2108,5, 1744,6, 1230,9, 759,6, 701,2 cm-!.
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1V.8.9 - Redugdo da mistura de isémeros syn (IR, 2R) e anti (IR, 2S) do 2-
azido-1-fenil-1-propanol (40) com H) e Pd/Cs:

OH OH

Ny

syn 40 anti 40

Juntamos e purificamos os extratos brutos da 12 ¢ 72 reagbes do item IV.7.10-
método E. A mistura de isbmeros syn e anti do 2-azido-1-fenil-1-propanol (40) apresentou
[a]?%; - 84,0° (¢ 1,9 CHCL,). Dissolvemos 151 mg (0,851 mmol) desta mistura de isdmeros
em 20 ml de metanol seco e adicionamos quantidade catalitica de Pd/C 10%. Mantivemos a
reacdo sob pressdo de hidrogénio (40 psi) durante 24 horas. Filtramos a reagdo em uma
coluna de celite e evaporamos o solvente. Obtivemos 125 mg (0,828 mmol, 97%) de um
6leo amarelo claro correspondente aos isdmeros (IR,2R)-(-)-norpseudoefedrina 42 (syn) e
(1R,28)-(-)-norefedrina 43 (anti). Esta mistura de amino alcoois apresentou [o]?0, - 25,8°
(c 4,7 CHCI,).

Determinamos a configuragio de um dos diastereoisdmeros na mistura de amino
alcoois usando-se como padrdo uma amostra pura de (1S,2R)-(+)-norefedrina (43).

Inicialmente, observamos o comportamento da amostra padrdo (1S,2R)-(+)-43 (15,4
mg, 0,102 mmol), na presenca de (+)-Eu(hfc), (1) (22,0 mg, 0,0184 mmol).

Em seguida comparamos o comportamento da amostra padrio com o
comportamento da mistura (1R,2R)~(-)-42 e (1R,2S)-(-)-43 na presenga de (+)-Eu(hfc), (1).
Para 32,6 mg (0,215 mmol) da mistura de amino alcoois 42 e 43, adicionamos 51,4 mg
(0,431 mmol) de (+)-Eu(hfc), (1).
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A seguir, adicionamos 11,3 mg (0,0747) mmol) de (+)-norefedrina, dentro do tubo
de RMN contendo a mistura de amino alcoois e (+)-Eu(hfc), e observamos o aumento da
absorgdo de um dos sinais do isémero (+) (padrio) no espectro da mistura de amino alcoois
com o reagente de deslocamento quiral. Através disto inferimos a configuragdo do outro
diastereoisbmero presente na mistura.

RMN-TH(300 MHz, CDCL): syn § 3,09 (m, 1H, CHNH,), 4,32 (d, 1H, J = 7,5, CHOH)
anti 4,70 (d, IH, J = 3,7, CHOH), 3,22 (m, 1H, CHNH,); 0,925-0,961 (d, 6H, CH,),
3,83-3,86 (sl, 6H, OH, NH,, 7,23-7,30 (m, 10H, Ph)

IV(filme): 3363, 3331, 3256, 3061, 2975, 1630, 1586, 1554 cm'!.
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