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“Um homem herdou um campo onde havia um acumulo de pedras
antigas, partes de um edificio bem antigo. Algumas das pedras ja haviam sido
usadas na construcdo da casa onde ele agora morava, ndo longe da casa velha
de seus ancestrais.

Ele tomou algumas das pedras restantes e construiy uma torre. Mas seus
amigos ao chegarem, perceberam imediatamente (sem se darem ao trabalho de
subir os degraus) que estas pedras haviam pertencido a uma consirugdo mais
antiga. Assim derrubaram a iorre, ndo sem muito esforgo, para procurar
entalhes e inscricoes oculias, ou para descobrir onde os fongiquos antepassadas
do homem haviam obtido sev material de construcdo. Alguns suspeitando que
houvessem um deposito de carvdo no subsolo, comegaram a procura-lo, e se
esqueceram até mesmo das pedras. Todos diziam: ‘Esia torre é extremamente
interessante!” Mas também diziam (depois de a terem derrubado) ‘Em que
desordem ela estd!” E até mesmo os descendentes do fiomem, que deveriam
considerar as suas intencbes, murmuravam: ‘E um camarada tdo esquisito!
Imagine, usar essas velhas pedras s6 para consiruir uma torre sem sentido! Por
que ndo restaurou a antiga casa? Ele ndo tinka senso de proporgdo.” Mas do

alto daquela torre, 0 homem pudera contemplar o mar.”

J. R R Cokien
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Resumo

Resumo

Sintese Biocatalitica de B-Amino-a-Hidroxiacidos.
Aplicacdes na Sintese de Heterociclos Quirais

p-amino-o-hidroxi-acidos homoquirais sfic componentes cruciais em
uma variedade de compostos com importantes atividades farmacoldgicas.
Neste trabalho desenvolvemos um estudo sintético visando o desenvolvimento
de uma metodologia de aplicacio geral para a sua sintese. Estudamos
principalmente a bioredugo de a-ceto-ésteres utilizando diferentes
microrgamsmos tendo como substituinte no carbono vizinho & cetona grupos
que poderiam levar a substituintes nitrogenados. Os microrganismos foram
utilizados, tanto na forma livie quanto imobilizada. Foi sintetizado um
dertvado da fenilnorstatina obtendo-se um bom rendimento global (54%) e
excelente ee (96%). Criamos para isto, uma nova metodologia para a redugio
de B-halo-u-ceto-ésteres.

O protocolo proposto para a sintese de PB-amino-c-hidrdxi-ésteres a
partir de «-ceto-esteres € eficiente, além de gerar como intermediarios
sintéticos 2,3-epoxi-esteres ¢ 2-oxazolinas que sio heterociclos de grande
mnteresse sintético.

Paralelamente, desenvolvemos uma metodologia de bioreducdio em
reator de fluxo continuo mediada por Saccharomyces cerevisive que
apresentou excelente estabilidade, alto rendimento quimico ¢ ee.

Utilizamos também a técnica MIMS (Membrane Introduction Mass
Spectrometry) para o monitoramento de reagdes de bioreduciio. As analises
foram realizadas em tempo real para os diferentes processos de bioreducfio em
fluxo continuo. Esta técnica mostrou-se adequada e eficiente para o

monitoramento destas reagdes.
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Abstract

Abstract

Biocatalytic Synthesis of B-amino-o-hydroxy acids.

Application in the Synthesis of Chiral Heterocvcles

Homochiral B-amino-c-hydroxy acids are key components of many compounds
with important pharmacological activities.

In this work, we have performed a synthetic study in order to develop a general
methodology to synthesize these compounds. We have specially investigated the
bioreductions of a-ketoesters (with an a-carbonyl R group that could lead to nitrogened
substituents} using different microorganisms in both a free and immobilized forms. We
developed a new methodology te for B-halo-o-ketoesters reduction so that a
phenylnorstatine derivative could be obtained with good global yield (54%) and excellent
ee (96%). The proposed protocol was efficient used in the synthesis of others B-amino-a-
hydroxyesters. We have synthesized different chiral heterocycles, such as oxazoline and
epoxide. which were obtained as intermediates in $-amino-a-hydroxy acids synthesis.

In parallel, we developed a bioreduction process protocol mediated by
Saccharomyces cerevisiae in a continuously operated bioreactor. Good stability, high yield
and high ee were obtained.

We also used MIMS (Membrane Introduction Mass Spectrometry) technique to
monitor bioreduction reactions. MIMS is a technique suitable for rapid on /ine and real time

monitoring of bioreduction reactions.
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Capitulo 1

Reducio do benzoilformiato de etila mediada por
Saccharomyces cerevisiae imobilizado em fibras de duas

camadas de alginato de cdlcio em um reator de fluxo continuo’

1.1 Introducéo

1.1.1 Desenvolvimento da biocatilise

A biocatalise tem amadurecido como uma tecnologia padrio na
industria de quimica fina, e isto pode ser comprovado pelo numero de
processos de biotransformagfo utilizados em escala comercial. Nos ltimos
anos, um numero crescente de livros e artigos de revisdo descreve os
processos de biotransformagdo industrial, discutindo como esta tecnologia

234387 3 ntimero total de processos de

pode ser aplicada em escala industrial
biotransformagio que ¢ levado para a escala industrial cresce rapidamente

com o passar das décadas como é apresentado na Figura 1.1°.

! Milagre, H. M. S.; Milagre C. D. F.; Moran, P. J. S.; Santana, M. H. A Rodrigues, I. A. R. Enzyme and
Microb. Technol. 2008, in press.

* Cheetham, P. S. J.: Case studies in the application of biocatalysts for the production of (bio)chemicals. In
Applied Biocatalysis,edn 2. Edited por Straathof A, 1. J., Adiercreutz P. Amsterdam: Harwood Scientific
Publishers; 2006,

? Liese, A.; Seefbach, K.; Wandrey C.: Industrial Biotransformations. Weinheim, Alemanha: Wiley-VCH:
2000,

* Faber, K.: Biotransformations in Organic Chemistry. Edn 4: Berlin, Alemanha; Spring-Verlag; 2000.

5 Nakamura, K.; Yamanaka, R.; Matsuda, T.; Harada, T. T etrahedron:. Asym. 2003, 14, 2659-2681.

é Schmid, A.; Dordick, J. §.; Hauer, B.; Kiener, A.; Wubbolts, M. ; Witholt, B. Nuture, 2001, 409, 258-268.
7 Zaks, A. Current Opinion Chem.. Biology. 2001, 3, 130-136.

® Straathof, A. J.J . Panke, S.; Schmid, A. Current Opinion Biotechnol. 2002, 13, 548-556,
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Figura 1.1. Namero cumulativo de processos que tem sido iniciados em escala industrial®.

Na grande maioria destes processos a quiralidade é proveniente
diretamente do precursor enantiomericamente puro (Figura 1.2). Quando a
pureza enantiomérica ocorre através do processo de biotransformagéo, tanto a

resolugfo cinética quanto a sintese assimétrica s3o os caminhos escolhidos.

Resoluciio
cinética

Precursores
Enantiopuros |

Sintese
Assimétrica

Nenhuma
Quiralidade
Envolvida

Figura 1.2. Fonte de quiralidade dos produtos de biotransformacgo industrial®,
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A maioria das pesquisas realizadas envolve enzimas hidroliticas;
somente um quarto dos estudos envolve oxidoredutases como é apresentado

na Figura 1.3.

Oxido-redutases

Oxidac&o por
células integras

Transferases

Redugéo por
células integras

Isomerases |

Liases N 7 Hidrolases

Figura 1.3. Tipos de enzimas usadas em biotransformagtes industriais®.

A produgiio de compostos enantiomericamente puros é de grande
importéncia para a indistria de quimica fina e farmacéutica em particular, e
muitos destes compostos podem ser obtidos por transformactes enzimaticas
ou microbianas do substrato. A hidrélise assimétrica de ésteres catalisada por
lipases, e a redugdio assimétrica mediada por Saccharomyces cerevisiae, sio
estudadas extensivamente devido a sua facilidade de produgio e condigdes
experimentais brandas.

A levedura Saccharomyces cerevisige é um biocatalisador com uma

grande gama de aplicagdes™ !’

. Este biocatalisador é barato e disponivel
comercialmente por ser utilizado na industria panificadora. Esta levedura nio
¢ toxica ou patogénica e de facil manuseio. O sistema de enzimas do

Saccharomyces cerevisiae tem sido bastante estudado, especialmente as 4lcool

’ Csuk, R.; Glanzer, B. L Chem. Rev. 1991, 97, 49.
" D’ Arrigo, P.; Pedrocchi-Fantoni, G.; Servi, S. Adv. Appl. Microbiol. 1997, 44, 81.
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desidrogenases, que possuem como cofatores NADH e/ou NADPH, As
enzimas alcool desidrogenases catalisam reagfes de oxiredugio, muitas vezes
gerando produtos com elevados ee'”, |

O Saccharomyces cerevisiae € muito utilizado na reducfo
enantiosseletiva de cetonas'’. Algumas aplicacdes industriais desta reacdo tem
sido citadas na literatura'"'%,

Entretanto, este método nfo tem sido utilizado para prédug:ﬁo de
alcoois em escala industrial devido as baixas concentragBes de reagentes
requeridos e o tedioso processo de isolamento de produtos. Aigun‘s trabalhos
recentes, utilizando processos biocataliticos, tem tentado “driblar” estas
desvantagens'™'*>'%'7 Um dos caminhos é o uso de células imobilizadas para

a reducio enantiosseletiva de cetonas'.

1.1.2 Imobilizacdo de biocatalisadores

Diversos métodos para a imobilizagdo de microrganismos foram
desenvolvidos', atendendo aos mais diversos tipos de processos
biocataliticos. Os principais métodos de imobilizagio para células/enzimas,

estdo ilustrados na Figura 1.4.

"* Keppler, J. G. J. Am. Qil Chem. Soc. 1977, 54, 474.

2 Crocg, V.; Masson, C,; Richard, C.; Lemaitre G.; Lenay, I; Vivat, M.; Buendia, I.; Prat, . Organic
Process Reaserch and Development 1997, 1, 2.

¥ Chin-Joe, 1.; Haberland, J.; Straathof, A. J. J.; Jongejan, J. A.; Liese, A; Hetjnen, J. J. Enzyme and Microb.
Technol, 2002, 31, 665-672,

" Liese, A.; Kragl, U.; Kierkels, H.; Schulze, B. Enzyme Microb. Technol., 2002, 30, 673-631.

5 Goubet, 1.; Maugard, T.; Lamare, S.; Legoy, M. D. Enzyme Microb. Technol. 2002, 31,425-430.

'8 Wendhausen Jr, R.; Moran, P. J. S.; Joekes, 1; Rodrigues, J. A. R.J Mol Car. B: Enz. 1998, 5, 65-73.

' K ometani, T.; Yoshii, H.; Matsono, R. J Mol Cat. B: Enz. 1996, 1, 45-52,

¥ Buque, E. M.; Chin-Joe, L; Straathof, A. J. .; Jongejan, J. A.; Heijnen, J. J. Enzyme Microb.. Technol. 2002,
31, 656-664,

¥ Park, I. K.; Chang, H. N. Biofechnol. Adv. 2000; 18, 303-319.
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| Adsorcdo em interacdo sletrostatica : Ligacio covalente
uma siperficis oom a superficie com a superficie
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Figura 1.4, Principais métodos de imobilizago.

Um dos métodos em que a imobilizagdo do biocatalisador ocorre em
condi¢Bes extremamente brandas, é o encapsulamento em géis ionotrépicos

. )
como o alginato de célcio™,

1.1.3 Imobilizagéio de biocatalisadores em alginato de calcio

A imobiliza¢do de células e/ou enzimas em alginato é um dos métodos
mais simples de imobilizagfo. Os alginatos sdo disponiveis comercialmente
como alginato de sédio, e tem sido utilizado por mais de 70 anos nas

industrias farmacéuticas e alimenticia como filmes, géis e agentes

* Kierstan, M.; Bucke, C. Biotechnol and Biveng. 1977, 19, 387-397.
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emulsificantes. A imobilizagfio em alginato de calcio é conhecida por ser um
método rapido, ndo tdxico, barato e versatil*'#*%,

O alginato € um polissacaridec encontrado em muitas espécies de algas
marinhas, entre elas a Macrocystis pyrz‘féra, nas quais € um imper‘{anté
constituinte da parede celular. E formado por um copolimero linear de
unidades de 4cidos B-D-(1—4) manopirano silurdnico (M) e dcido a-L-(1—=4)

gulopirano silurénice (G) como ¢ apresentado na Figura 1.5.

Figura 1.5, Representacio das unidades das cadeias poliméricas de alginato.

A composicéo destes dois 4cidos pode variar de acordo com a fonte. Os
mondmeros sdo arranjados ao longo da cadeia polimérica como -segmentos

alternados de M, G e copolimeros de M e G** (Figura 1.6).

* Nilsson, K. Trends Biotechnol. 1987, 5, 73-78.

*2 palmieri, G.; Giardina, P.; Desderio, B.; Marzullo, L.; Giamberini, M.; Sannia, G. Enzyme Microb. Technol,
1994, J6, 151-158.

2 Park, H. I.; ; Khang, Y. H. Enzyme Microb. Technol. 1995, 17, 408-412. -

# Moraes, A. M. Dissertagfio de Mestrado do Programa de Pés Graduagfio em Engenharia Qunmca da
Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, Campinas, 1991.
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% .= o _ & Oxigénio

O Hidrogénio

Figura 1.6. Representago das cadeias poliméricas de alginato®.

Este polissacarideo forma sais hidrossoltiveis com cations monovalentes
¢ aminas de baixo peso molecular. A gelificacio deste polimero, cujo
principio pode ser observado na Figura 1.7, ocorre quando uma solu¢3o de
seu sal hidrossolavel, normalmente o alginato de sédio, é tratado com cations
bivalentes como o Ca”, processando-se a troca do Na' pelo Ca**, o que
provoca o surgimento de ligacBes cruzadas entre as estruturas lineares

alinhadas do alginato.

% http://www.martin.chaplin btinternet.co.uk/hyalg. himl
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Figura 1.7. Representacio do gel hidrofilico alginato de célcio®.

As moléculas do polissacarideo formam uma rede polimérica que
precipita como uma matriz gelatinosa rigida e termoestavel, contendo cerca de

60% de dgua em seu interior, a qual pode ser observada na Figura 1.8.

Figura 1.8. Representacfio da rede polimérica de alginato de célcio®

A imobilizagdo de microrganismos apresenta algumas desvantagens e
uma das principais € o lixiviamento de células para o meio de reagfio. No caso
do alginato, nas esferas (Figura 1.9) formados pelo método de imobilizacéio
convencional, as células estio homogeneamente distribuidas tanto na

superficie quanto no interior das mesmas no estdgio inicial, porém as células
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da superficie e as prdximas da superficie podem sair do suporte apds o uso

prolongado do mesmo, devido ao crescimento celular.

Figura 1.9. Representacio de um corte transversal nas esferas de alginafo.

Tanaka e colaboradores™ desenvolveram um método de izﬁobﬁixa@ae
que previne a liberagdo de células de Saccharomyces sp para o meio de reagfo
durante um processo de fermentagfio. Neste método, utilizaram-se fios de duas
camadas superpostas de alginato, onde as células ficam restritas apenas na
camada interna destes fios, evitando assim a perda celular e contato com

inibidores.

1.1.4 Reatores para reacdes de biocatalise

Nos Gltimos anos, boa parte das pesquisas sobre células imobilizadas
tém se centrado sobre técnicas de imobilizagdo e caracterizagdo do sistema
imobilizado. Mais recentemente, com a possibilidade de aplicagdo destas
técnicas em processos industriais,b o “design” de reatores capazes de efetuar o

processo tem se tornado fundamental.

* Tanaka, H.; Trie, S.; Ochi, H. J. Ferm. Bioeng. 1989, 68, 216-219.
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A escolha do tipo de reator bem como do suporte a ser utilizado

depende de muitos fatores como € apresentado na Figura 1.10.

" Processos continuos
- Configuracao do reator

Sistema reacional
Meio reacional

‘Parametros cataliticos

Biocatalisador é{;ﬁgi%i de
- imobilizado '

 Estabilidade

' 'Parémetres ndo-cataliticos
Geometria

Estabilidade mecanica
Estabilidade quimica

Figura 1.10. Fatores que influenciam o desenvolvimento de processos cataliticos com o

uso de biocatalisadores imobilizados.

A maioria dos reatores atualmente em estudo para células imobilizadas
sdo sistemas continuos em coluna tais como os de leito fixo e fluidizado. Na
realidade tais sistemas impSem que o microrganismo esteja imobilizado, para
prevenir o lixiviamento de células sob altas taxas de diluiciio impostas a estes
processos. Em menor grau outros reatores como os de tanque agitado e

membrana tem sido estudados.

10



Capitulo i

1.1.5 Reatores de leito fixe (“Packed—bed-reactor™)

A configuraciio deste tipo de reator é muito estudada para o uso de
células imobilizadas (Figura 1.11a)’. O reator consiste em um tubo,
usualmente vertical recheado com as particulas do biocatalisador. O meio
pode ser alimentado tanto pela parte de cima como a de baixo da coluna e
forma-se entfo, uma fase liquida entre as particulas. Neste tipo de reator as
particulas do biocatalisador imobilizado sofrem menos danos quando
comparados aos reatores de tanque agitado. Um dos problemas normalmente
encontrados neste tipo de reator é a dificuldade de difusfio do substrato,
podendo levar a formac8o de caminhos preferenciais através do recheio (o que

¢ indesejavel).

(a) ®) (c) (d)

Alimentacdo

Figura 1.11. Diferentes configuracSes de reatores: a) leito fixo, b) leito fluidizado, ¢)

membrana, d) tanque agitado.

%7 Lother, A. M. Rev. Microbiol. 1995, 26, 151-159.

1
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1.1.6 Reatores de leito fluidizado

Nestes reatores, particulas d@ suporte contendo as células imobilizadas
s8o mantidas em suspensio pela propria vazido de alimentag@o ou por gases
borbulhados em seu interior (Figura 1.11b). A vantagem deste sistema sobre
o sistema de leito fixo é a facilidade de retirada dos gases ¢ menores
probiemas com a difusdo do substrato. Entretanto, possul uma menor

capacidade de manter uma alta densidade celular.
1.1.7 Outras configuracdes de reator

Outros reatores sio os reatores de membrana que mantém as celulas
separadas por membranas de porosidade controlada, ou por sistemas de
ultrafiltracdio (Figura 1.11¢) e o tanque agitado que pode operar em sistema

de batelada ou continuo (Figura 1.11d).
1.1.8 Variaveis relevantes em processos continuos

Vazio (E) - é o volume de efluente medido na saida do reator por unidade de
tempo.

E= Volume

Tempo

Volume #til (V,) — é o volume efetivamente aproveitavel de um reator para

que ocorra a reagio.

12
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Tempo de residéncia (T,) — € o tempo gasto pelo substrato para atravessar o
reator desde o momento que entra até o momento em que sai. E dado pela
razdo entre o volume til e a vazio.

4
To=%

Taxa de diluico (Tg) — ¢ o inverso do tempo de residéncia no reator. E
normalmente expressa em unidades como h, min, dia™.

' E
T =
Ty

i

Produtividade (P) — ¢ a velocidade de formacéo do produto por unidade de

tempo.

P= Concentracéo do produto (mmol/ L)
Tempo de residéncia (h)

Velocidade especifica (W) — € definida como a formagéo do produto por
unidade de tempo e massa de células adicionadas.

w= Concentragdo do produto (mmol)
Massa celular (g X Tempo de residéncia (h)

Extensio da reacfio — A extensfo da reagfio representa a porcentagem de
substrato que foi transformado em produto e nfio apenas a quantidade de
substrato consumido.

5 = roduto,,
Extensdo da reac8o.; (%) = P et

x 100
Substrato,_, — produto,_,

Grau de conversdo (£) — O grau de conversfo representa a porcentagem de

substrato que foi convertido em produto.

E, %) = Substrato,_, — produto,_, % 100
Substrato,

13



Capituio 1

1.2 Objetivos

Estudo da bioreduciio do benzoilformiato de etila 1 mediada pela
levedura Saccharomyces cerevisice imobilizada em fios de duas camadas
superpostas de alginato em reator de fluxo continuo no estado estacionério, de
modo a determinar a sua performance (excesso enantiomeérico e
produtividade) e estabilidade operacional (atividade redutora) para a

possibilidade de producio industrial de um processo de bioreducéo continuo.

G\/ Saccharomyces cerevisiae

O

Benzoilformiato de etila 1 (R)-Mandelato de etila 2

14
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1.3. Resultados e Discussio

Para o estudo de bioredugfio de 1 mediada pela levedura Saccharomyces
cerevisige em fluxo continuo, optamos por utilizar o método de inﬁobiiizagﬁo
desenvolvido por Tanaka e colaboradores™ em um reator em coluna. Os fios
de alginato de calcio foram empacotados dentro do reator, e se mostraram bem
estaveis durante todo o processo. A levedéra Saccharomyces cerevisiae foi
obtida comercialmente na forma liofilizada, marca EMULZINT®,

O substrato escolhido para a bioreducfo foi o benzoilformiato de etila 1
devido a forma acida do produto da reduco, acido mandélico, apresentar
propriedades bacteriostaticas e ser utilizado no tratamento de infecgdes do

trato urindrio™

¢ empregado na determinagio de configuracdo absoluta de
substdncias por RMN de 'H . Este substrato também foi utﬂizado em
experimentos em fluxo continuo mediado por Saccharomyces cerevisiae's. O
sistema descrito na literatura a levedura foi imobilizada em crisotila e utilizou-
se também um reator em coluna, e deste modo pudemos comparar a eficiéncia

de nosso reator.

1.3.1 Configuracio do reator

Para o estudo da bioredugfio de 1 mediada pela levedura Saccharomyces
cerevisine em fluxo continuo, optamos utilizar o método de imobilizagéo
descrito acima, em um reator em coluna encamisado, e com fluxo vertical

ascendente (phug-flow)™’ como esta representado na Figura 1.12.

% Brittain, H. G. Analytical profiles of drugs substances and excipients. New Jersey:Academic Press, 2602,
P.179. :

* Trost, B. M.; Belletire, J. L.; Godleski, $.; Mcdougal, P. G.; Balkovec, J. M.; Bladwin, J. I.; Christy, M. E.;
Ponticello, G. S.; Varga, 8. L.; Spriger, J. P. J. Org. Chem. 1986, 51, 2370,

*® Dotan, M. P. Bioprocess Engineering Principles, 3nrd edition, Academic Press, 1998, 333.
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Bioredor

Bomba peristaliica

Figura 1.12. Representagio esquematica do sistema utilizado para a reduciio de 1.

1.3.2 Imobilizacio da levedura Saccharomyces cerevisiae

A imobilizacdo da levedura foi realizada segundo o procedimento
descrito por Tanaka % Na Figura 1.13 estd representada esquematicamente a

preparagéo das fibras de alginato.

Camada interpa
Bolugio de alginalo de sédio ¢ §. cerevisiae

~ M — Qm_%m ’
- - Solucio de alginato de sédio

Solugic de CaCl, e E\E J

@ = Bomba peristalics
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Figura 1.13. Representacfio esquemdtica do sistema de imobilizacic da levedura

Saccharomyces cerevisiae em fibras de duas camadas de alginato de calcio.

A levedura apds o processo de imobilizagdo fica encapsulada em fios de
duas camadas superpostas de alginato (difmetro = 3,0 mm), nas quais as
células ficam restritas apenas na camada interna destes fios como estd

representado na Figura 1.14.

Camads externa
Ca-aiginato

Camads infgrna
Ca-Alginate + 8 cerevisige

| a) b)
Figura 1.14. a) Representagio esquematica de um corte transversal dos fios de duas
camadas de alginato. b) Microfotografia do corte transversal de um fio apresentado neste
trabatho.

1.3.3 Influéncia da concentraciio do benzoilformiato de etila 1

Primeiramente, avaliou-se o efeito da variagio da concentragio do
substrato para a otimizagio das condigdes operacionais do reator. Para esta
avaliagfo foi utilizado um fluxo de alimentacio do reator de 102 mL/h, e os
resultados estdo apresentados na Figura 1.14. Verificou-se que na
concentra¢do de 1,1 mmol/L de 1 obteve-se uma melhor produtividade e ee de
2. A partir da concentragfio de substrato otimizada, selecionou-se a melhor

taxa de dilui¢do para o reator.

17
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Concentragio de 1 {mmol/L)

Figura 1.14. Redugdo continua de 1 2 2 mediada por Saccharonyces cerevisiae e variagio
do excesso enantiomérico de (R)-2 pela mudanga de concentracio de 1 com taxa de
dituigho de 1.3 107 b a 30 °C (ee (#), 1 (4), 2 (A), (R)-2 (m), (5)-2 ().

Os ee foram determinados por andlise por cromatografia gasosa CG-

FID e estéo apresentado na Figura 1.15.

3] 1
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Figura 1.15. Determinagio do ee por andlise cromatografida. a) analise de (+)-2; b) andlise do
(R)-2.
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1.3.4 Influéncia da taxa de diluicio

Na Tabela 1 (pag. 20) estBo apresentados os diversos parﬁmeties da
reacdo em funclo da taxa de diluicdo. Um dos resultados mais interessantes
desta tabela € o valor da extens@o da reducio. _

A extensZio da reducBo representa a porcentagem de substrato que ol
realmente reduzido e nfo apenas a quantidade de substrato consumido, pois o
substrato poderia estar sendo consumido por reagdes paralelas. Os valores sfo
elevados (92 — 98 %).

O melhor resultado obtido foi utilizando uma taxa de diluicBo de 1,3 x
107 1", onde foram obtidos os melhores parimetros de operagfo. Todos estes
experimentos foram realizados durante 24 horas em fluxo continuo, a 30 °C ¢

em nenhuma das condigdes verificou-se o rompimento dos fios de alginato.

i9
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1.3.5 Bioreducio de 1 em fluxo continuo

Apos a otimizagdo das condigdes operacionais do reator, o sistema de
fluxo continuo foi utilizado durante 22 dias com uma taxa de diluiciio de 1,3 x
107 h’i, concentracio de 1,1 mmol/L e temperatura de 30° C. O efluente
produzido a cada 24 horas foi extraido e o produto purificado. No grafico da
Figura 1.16 (pag. 22), estd apresentado a performance do reator durante este
pericdo. A performance foi excelente durante um periodo de oito dias, onde
obtivemos um rendimento de 82 % e um excesso enantiomérico de 92%. Apds
este periodo a bioredugfio perdeu seletividade, o excesso enantiomérico caiu
bruscamente € posteriormente manteve-se constante em 33%.

Esta perda de seletividade ¢ comum em reatores de fluxo continuo'"'®
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae obtida comercialmente, pois
esta levedura ndo estd livre de outros microrganismos competitivos e por isto,
nfo ¢ recomendado utilizad-la em sistemas de fluxo continuo durante um
periodo superior a sete dias. Estes microrganismos competitivos presentes no
fermento de pdo comercial podem aumentar sua massa celular e diminuir
assim a atividade da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Um fator interessante em nosso sistema foi que apenas a seletividade
calu bruscamente enquanto a atividade manteve-se basicamente constante.
Sugerimos que esteja ocorrendo uma mudanca no metabolismo da célula que
pode ser explicado pela cinética de balanceamento celular’. Um
microrganismo exposto por muito tempo a um determinado substrato pode
sofrer modificagbes metabdlicas a fim de manter a sua sobrevivéncia. Esta

mudanca de metabolismo ¢ acompanhada por uma queda brusca de

3 Bailey, 1 E.; Ollis, D. F. Biochemical Engeneering Fundamentals, second edition, McGraw-Hiil, 1992,
383.
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seletividade e posterior estabilizagfio da mesma em um patamar inferior, o que

é semelhante ao ocorrido em nosso sistema.

1, 2, {R)-2, (S)-2
Concentragdo (mmol/L.))

1,0 : 5 , ; 100
“Mg::;,@wbwg\e ® ee
— o m - o 22
0,8 (Ri-2 80
0,6~ ~ 50
0.4~ - 40
0,2 - A"””"A\A/A\AMA A a4 1 - 20
. (3)-2
g——0 Hrme—y Ly g4
00 T T ! T T T T 0
0 2 4 6 8

Tempo (dias)

ee (R)-2 (%)

Figura 1.16. Estabilidade operacional da bioredugdo de 1 durante o periodo de 8 dias

utilizando taxa de diluictio de 1,3 107 h'l e éoncentragﬁo de 1 de 1,1 mmoV/L a 30 °C (ee

(8),1(4),2 (), (R)-2 (m), (5)-2 ()
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1.4 Conclusio

O reator utilizando células da levedura Saccharomyces cerevisiae
imobilizadas em fios de alginato de duas camadas apresentou excelente
estabilidade durante o periodo de 8 dias. Obteve-se um elevado rendimento
quimico e excessos enantioméricos. A produtividade obtida foi superior aos
sistemas anteriormente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa'®. A
principal vantagem deste sistema ¢ a estabilidade do biocatalisador frente a
concentracdo de substrato, pois a produtividade obtida € superior ao descrito
anteriormente'® utilizando-se uma quantidade seis vezes menor de massa
celular.

Este trabalho é o primeiro exemplo de bioreducio utilizando levedura

imobilizada em fibras de duas camadas de alginato de calcio.
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Capitulo 2

Monitoramento  “on-line” de  bioreducbes  utilizando

Espectrometria de Massas por Introducio via Membrana’,

2.1. Introducéo

A espectrometria de massas por introdugfo vig membrana, (Membrane
Introduction Mass Spectrometry - MIMS)”, é uma das técnicas mais simples,
rapidas e sensiveis disponiveis para a determinagio de compostos orglnicos
volateis™ ¢ semivolateis’ em 4gua, bem como em outras matrizes como ar’e
solo’’,

A técnica MIMS estd se desenvolvendo rapidamente e apresenta
elevado potencial de utilizagio em quimica, com um nimero crescente de
aplicagdes em quimica ambiental, bioquimica e no monitoramento de
processos quimicos e bioldgicos. Esta técnica pode ser aplicada para o
monitoramento de processos quimicos em tempo real e em in-situy, tais como:
(a) produtos majoritdrios, metabolitos volateis e metabolitos instaveis ou
reativos produzidos por microorganismos durante ao processo de

fermentacio’";

# Milagre, H. M. S., Milagre, C. D. ¥, Rocha, L. L., Santos, L. S., Ebertin, M. N., Rodrigues, J: Augusto R..
Bioeng. and Biotechnol. 2004. {in press)

3 Johmson, R. C.; Cooks, R. G.; Allen, T. M.; Cisper, M. E.; Hemberger, P. H. Mass Spectrom Rev, 2600 19,
1-37. .

3 Alberici, R. M.; Zampronio, C. G.; Poppi, R. I.; Eberlin, M. N. Analysz 2002, 127, 230-234,

35 Mendes, M. A.; Eberlin, M. N. Analyst 2000, 123, 21-24,

3 Riter, L. 8.; Takats, Z.; Cooks, R. G. Analyst 2001, 126, 1980-1984.

¥ Kostiainen, R.; Kotiaho, T.; Mattila, L; Mansikka, T.; Ojala, M.; Ketola, R. A. 4nal Chem, 1998, 70, 3028-
3032.

¥ Hayward, M. 1.; Kotiaho, T.; Lister, A. K.; Cooks, R. G.; Austin, G. D.; Narayan, R.; Tsao, G. T. Anal
Chem 1996, 62, 1798-1804.
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(b} conversdo de cloro a cloraminas, uma reagfio ambiental relevante durante o
processo de tratamento de dgua’;

{¢) cloragdo de fenol e compostos relacionados, modelos de acidos hiimicos,
por hipoclorito de sédio*’;

(d) oxidagfo de derivados de benzeno pelo reagenté de Fenton™';

(e) Fotolise de aril-metil-éster em solugfio aquosa e em solucio metanélica™;
(f) Hidrolise da epicloroidrina, um composto representative na indistria de
polimeros43;

(2) hidro-desclorinagic catalitica de cloretos aromaticos, um importante
processo para tratar compostos organoclorados™.

Na verdade, quando alguém se refere 2o uso da técnica MIMS em um
experimento qualquer, deve-se pensar em uma analise feita por um
espectrometro de massas (EM) onde a particularidade estéd na forma como a
amostra ¢ introduzida no mesmo. | |

A espectrometria de massas por introducdo via membrana ¢ uma
técnica analitica na qual uma membrana semipermedvel faz interface entre a

amostra ¢ o vacuo do espectrometro de massas (Figura 2.1).

* Kotiaho, T.; Hayward, M. J.; Cooks, R. G. Arial Chem 1991, 63, 1794-1801.

“Rios, R. V.R. A: Da Rocha, L. L.; Vieira, T. G.; Augusti, R.; Lago, R. M. J Mass Spectrom 2000, 35, 618-
624.

* Augusti, R.; Dias, A. O.; Rocha, L. L.; Lago, R. M. J Phys Chem A 1998, 102, 10723-10727.

“ Wong, P. S. H.; Srinivasan, N.; Kasthurikrishnan, N.; Cooks, R. G.; Pincock, J. A.; Grossert, I. 8. J Org
Chem 1896, 61, 6627-6632.

* Johnson, R. C.; Koch, K.; Cooks, R. G. Ind Eng Chem Res 1999, 38, 343-351.

# Lago, R. M.; Nagem, N. F.; Dalmazic, 1.; Augusti, R. Mass Spectrom 2803, 17, 1507-1510.
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B 77
Tz

R

20um
Polvesier B4
fabric T B4
ﬁ() uim
PEI

Figura 2.1. Representagfio esquemdtica da sonda de membrana onde se destacam: (A) o
corpo da sonda de membrana, (B) tubos de circulacio da amostra, (C) cilindro de fixa¢io

da membrana, () membrana ¢ (E) suporte vazado para a fixacfo da membrana.

Em linhas gerais, MIMS se baseia na passagem seletiva de um analito,
geralmente dissolvido em 4gua, por uma membrana semipermeavel
(tipicamente de silicone) o qual é entfo conduzido até a fonte do
espectrémetro de massas (Figura 2.2). O processo conhecido como
pervaporacfio provoca um enriquecimento do analito e pode ser dividido em
trés etapas:
1~ adsorcdo do analito a superficie da membrana;

2- difuséo deste ao longo da espessura da membrana,

3- dessorcéo da superficie da membrana na regifio de vécuo.
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C&mara de ionizagdo  Membrana

Saida de Amostra

Componentes do analisader  Filamento
CQuadrupolar

Figura 2.2. Esquema geral de MIMS utilizando Ionizagio por Elétrons (EI) para ionizar os

analitos que permeiam através de uma membrana planar de silicone.

Uma vez na regifio de vacuo, o analito chega até a fonte podendo ser
ionizado tanto por ionizagdo por elétrons (EI), como por ionizagio quimica
(CD.

Este fato acarreta limites de deteccdo menores para os analitos,
chegando a niveis de ngl” para analitos em 4gua e a niveis de ngm™ para
analitos em ar. Outras vantagens importantes oferecidas por MIMS s&o (i) o
método € rapido, (ii) ndo ¢ necessario um pré-tratamento da amostra (como
extracBes, derivatizacdes, etc), (iii) o custo por amostra € baixo, (iv) solventes
ndo sfo utilizados, (v) mais importante, MIMS pode ser utilizada para
monitoramento continuo em longo prazo de processos ambientais,
bioquimicos e quimicos e (vi) permite facil interfaceamento do mesmo em
qualquer espectrmetro de massas (setoriais, quadrupolares e por armadilha de

fons).*”

* (a) Kotiaho, T.; Lauritsen, F. R.; Choudhury, T. K.; Cooks, R. G.; Tsao, G. T. Anal. Chem. 1991, 63(18),
875A. (b) Ketola, R. A; Kotiaho, T.; Cisper, M. E; Allen, T. M. J. Mass Spectrom 2082, 37, 457-476.
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A capacidade de uma performance rapida-e direta (sem extracdo ou
tratamento da amostra) e andlise quantitativa de compostos orgénicos voléteis
e semivolteis em uma variedade de matrizes, apresenta a técnica MIMS como

uma ferramenta de aplicagfio para o monitoramento de reacBes de biocatalise.

28
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Capitulo 2

Aplicagéo da técnica MIMS no monitoramento on-line de reagentes,

intermediarios e produtos de reacdes de bioredugfo (Figura 2.3) mediadas

pela levedura Saccharomyces cerevisiae imobilizada em esferas de alginato

em reator de fluxe continuo.

Saccharomyces cerevisiae
1

3

NAD{PYH

NAD(PIH NAD(P+ OH
O
Ph/\,)ﬁr/ —~—
O
4
O O

Ph
NAD(P)* NAD(P)H NAD(P)+

o 0
Ph)J\)l\
5

PPN

11

NS ¢ o

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

OH O

Ph

NAD(P)H NAD(P)+ CcH . O

NS

Saccharomyces cerevisiae

NAD(P)H NAD(P)+ oH 0

\/ o )\/ILO/‘\

Saccharomyces cerevisiae 12

- Ph

OH  OH

Figura 2.3. Reagles de bioredugio mediadas pela levedura Saccharomyces cerevisiae.
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2.3 Resultados e Discussdes
2.3.1 Sistema reacional

Para realizar ¢ monitoramento da bioreducdes por MIMS a levedura
Saccharomyces cerevisiae foi imobilizada em -alginato de célcio. A
imobilizagdo do biocatalisador em alginato ¢ condigio imprescindivel para o
monitoramento por MIMS, que neste tipo de imobilizacfio evita-se a perda de
celulas para 0 meio evitando que a membrana fique obstruida. A levedura foi
imobilizada em esferas de alginato de calcio e empacotadas em um reator
tubular tipo PLUG-FLOW em fluxo continuo (Figura 2.4). O substrato e o
meio nutriente foram bombeados através de uma bomba peristaltica para o
reator em fluxo ascendente. O efluente do reator foi diluido em 4gua através
de um T, e entfo direcionado para a sonda.

Utilizou-se o0 modo de monitoramento SIM (monitoramento de ion
seletivo) pelas razbes massa/carga (m/z), caracteristicas do substrato e dos
produtos de interesse produzidos durante a reacfio. As razbes massa/carga
(m/z) foram selecionadas de acordo com os sinais presentes nos respectivos
espectros de massas de substratos ¢ produtos obtidos por EI (Ionizagfo por
elétrons) a 70 eV. O modo SRIM (monitoramento seletivo da “razdo ion-
abundéncia”) também foi utilizado quando os espectros de massa do substrato

¢ produto ndo apresentaram ions caracteristicos.
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Figura 2.4. Representagiio esquematica do sistema utilizado para o monitoramento das

reagdes de bioreducio.

2.3.2 Monitoramento das reacdes de bioreducio.

2.3.2.1 Monitoramento da bioreducéio do 2-oxo-4-fenilbutanoato

de etila 3.

Para 0 monitoramento das bioredugdes, primeiramente selecionamos os
fragmentos caracteristicos, tanto para o substrato quanto para o produto, Para
0 monitoramento da bioredugdo do 2-oxo-4-fenilbutanocato de etila 3, foram
selecionados os fons m/z 133, 188 € 206 para 3 e m/z 117 e 208 para 4 (Figura
2.5).

Q OH

CO,Et S. cerevisize COEt
3 4
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Figura 2.5 Espectros Vde massas de 3 e 4.

Durante a bioredugédo de 3, o monitoramento por MIMS nfo apresentou

nenhum fon 3" de m/z 206 (também nenhum outro fragmento caracteristico

m/z 133 e 188), indicando a alta efetividade do processo de reduciio e reducdo

quantitativa de 3. O fon de m/z 208 possuia baixa intensidade e confundia-se

com a linha de base, mas em contrapartida o sinal de m/z 117 (outro fon

caracteristico) era intenso.

O produto de bioredugo 4 foi entio monitorado por MIMS via

monitoramento do fon seletivo (SIM) do fragmento caracteristico m/z 117

(Figura 2.6).
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Figura 2.6, Bioredugdo de 3 monitorada por MIMS via SIM do fragmento caracteristico
m/z 117 de 47,

A Figura 2.6 apresenta o aumento, estabilizacio e a queda da
concentracio de 4. A estabilizag@o ocorre quando o sistema atinge o equilibrio
do estado estaciondrio. Este equilibrio € atingido no sistema apos 3 horas de
alimentacio do substrato. A -queda da concentragio ocorre quando
interrompemos a alimentac@o do substrato, e apenas dgua é bombeada para o

reator para a sua limpeza.

2.3.2.2 Monitoramento da bioreducio da 1-benzoilacetona 5.

A bioredugfio da PB-dicetona 5 também foi monitorada por MIMS. A
bioredugdo de 5 foi um desafio para o monitoramento por MIMS utilizando

espectrometria de massas por ionizacdo por impacto de elétrons (EI 70 eV),
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pois 0s espectros de massa de 6 e 7 sfo muito similares, apresentando ©

mesmo conjunto de fons (Figura 2.7).
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Figura 2.7 (a) Espectros de massas de 7; (b) Espectros de massas de 6; (¢} Espectros de

massas de 5; (d) Espectros de massas de 8.

Entretanto, o produto final 8 apresenta o ion caracteristico m/z 148, que
foi monitorado por MIMS via SIM e os intermedidrios isobaricos 6 ¢ 7 que
sdo obtidos da redugfo parcial de 5§ nfo puderam ser monitorados vig ion
seletivo. Entretanto, apés uma andlise dos respectivos espectros de massa,

verificamos a razfio m/z 146: m/z 145 de 1,5 para 6 e 4,5 para 7. Estas razdes
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sdo suficientemente distintas para ¢ monitoramento por MIMS nfo por via

SIM, mas via monitoramento seletivo da “razio fon-abundéncia” (SIRM).

rapide rapido

o o | OH OH

fento

Esquema 2.1. Bioredug#io de 5 mediada pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

A Figura 2.8 apresenta o Iﬁonitoramento por MIMS da bioreducio de §
usando SIM (m/z 148) para o produto final 8 ¢ SIRM (m/z 146 : m/z 145 razio
ion-abundéncia) para os intermediarios 6 e 7. O perfil caracteristico (Figura
2.8a2) para 7 € observado, com o aumento, estabilizacio e gqueda da
concentragfo. Para a Figura 2.8b, verificamos que a razdo m/z 146 : m/z 145
aumenta quando a bioreduco de § prossegue. No inicio esta razdo é de 1,5,
indicando a predominéncia de 6. Apds 6-8 horas, a razfio estabiliza préximo
de 4,5, indicando que agora o intermedidrio 7 é o preponderante. N0s,
concluimos que & € formado e consumido pela bioredugo muito mais rapido
que 7. A bioreducdio de 5 tem sido extensivamente estudada, e diferentes
resultados sobre a presencga ou nfo do isémerc 6 € reportada. Utilizando-se
ressondncia magnética nuclear (RMN), 7 é o tnico isémero detectado®®*.

Entretanto, quando a reagfo € monitorada por técnicas mais sensiveis como

* Ahmad, K.; Koul, S.; Taneja,S. C.; Singh, A. P.; Kapoor, M.; Riyaz-ul-Hassan, Verma, V.; Qazi, G. N.
Tetrahedron Asym. 2004, 15, 1685.
# Chénevert, R.; Thiboutot, 8. Can. J. Chem. 1986, 64, 1599.
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cromatografia gasosa CG* ambos os isdmeros 6 e 7 sio detectados. F_auve’ig
t€m apontado que os dois isdmeros 6 ¢ 7 sfio muito dificeis de separar e
caracterizar cromatograficamente (TLC, o valores de Rf sfo quase idénticos e
os tempos de retengdo no CG sfo bem préximos). O monitoramento on-line
com SIRM mostra, entretanto que ambos intermedidrios 6 ¢ 7 sio formados, e
mais interessantemente, que & ¢ formado e consumido mais répido que 7. A
formacgo preferencial e bioreducdo do intermedidrio 6 sobre 7, evidenciado

em tempo real por MIMS foi confirmado CG-EM off-line.
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Figura 2.8. a) Monitoramento por MIMS via SIM do 8" fon do fragmento caracteristico
m/z 148 ¢ Monitoramento por MIMS via “SIRM” da razio da abundancia dos fons m/z
145 1 m/z 146,

“® Fauve, A.; Veschambre, H. J. Org. Chem. 1988, 33,5215,
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2.3.2.3 Monitoramento da bioreducdio do 4-metoxiacetoacetato

de metila 9.

Para o monitoramento da bioreducio de 9, foram selecionados os ions

m/z 101 ¢ 115 para 9 ¢ m/z 71 ¢ 103 para 10 (Figura 2.9). Agusles que

apresentaram maior estabilidade para o monitoramento foram os fons m/z 101

para 9 e m/z 103 para 10. O substrato 9 e o produto de bioreducio 10 foram

entfo detectados por MIMS via monitoramento do fon seletivo (SIM) dos

fragmentos caracteristicos m/z 101 ¢ 103, respectivamente.

A bioreducdo de 9 € lenta e este ndo foi totalmente reduzido, como é

apresentade na Figura 2.16.

o o . OH O
PR o S.cerevisize /O\MO -
9 10
& °o o
/O\Mo/
. 9
56
bl o i B o 18 131 5 -
40 i 80 ' 80 160 140
4 oH O
/O\M{;/
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i nul A ; L K 130
40 50 80 70 80 90 100 e 120 130

Figura 2.9 — Espectros de massas de 9 ¢ 10.
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Figura 2.10. Bioredug#o de 9 monitorada por MIMS via SIM do fragmento caracteristico
m/z 101 de 9" e m/z 103 de 10™

2.3.2.4 Monitoramento da bioreduciio do acetoacetato de etila
11.

Para o monitoramento da bioreducio de 11 foram selecionados os fons
m/z 102 para 11 € m/z 117 para 12 (Figura 2.11). A bioreducdo do
acetoacetato de etila (11) foi monitorada por MIMS via SIM (Figura 2.12)
através do fragmento caracteristico m/z 117. Durante a bioreducdo nfo foi

detectado nenhum sinal de 117 de m/z 102.
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@ 0 OH O
/U\)J\ O/\ S. cerevisiae /R\/U\O SN

Lo

11 12
® ¢ 0
Mﬁ'/\\
it
55
: 30
. .
T— =, & b 12 : —
a0 50 80 70 80 ) 100 o 126 130
4
o o
% 71 )\\/J\O/"'\
z
i
i 103 iz
i 81 : ’
i N TR ; . w
& s 80 70 80 oo 100 110 120 130

Yigura 2.11 — Espectros de massas de 11 ¢ 12.
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Figura 2.12. Bioredugo de 11 monitorada por MIMS via SIM do fragmento caracteristico
m/z 117 de 127, '
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2.4 Conclusdes

Os resultados obtidos utilizando-se a técnica MIMS mostram que a
técnica € adequada para o monitoramento deste tipo de reacdio catalisada por
uma levedura encapsulada em alginato de célcio, mesmo em casos mais
complicados onde hé sinais coincidentes nos espectros de massas das espécies
envolvidas,

O monitoramento destas reacdes visa fornecer informacdes adicionais
que ndo foram até entdo, obtidas por técnicas convencionais utilizadas para
acompanhar este tipo de reago. Os resultados obtidos podem nos fornecer
informagBes sobre o andamento das reacBes dentro de um processo onde se
necessita apenas saber se houve conversdo e o grau de conversdo. O mais
importante ¢ lembrar que ndo ¢ necessdrio nenhum passo de extragio do
efluente do reator como em técnicas de GC-MS; tornando o processo mais

dindmico na obtencdo de informagdes do processo como um todo.
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Capitulo 3

Sintese Biocatalitica de B-Amino-e-Hidroxidcidos.

Aplicacdes na Sintese de Heterociclos Quirais

3.1. Introducdo

B-amino-c-hidroxidcidos homoquirais sfo componentes cruciais em
uma variedade de compostos com importantes atividades teraputicas. Muitos
pseudopepitideos inibidores de protease, tanto sintéﬁcas quanto naturais, sdc
eficazes devido & sua habilidade de mimetizar o estado de transi¢fio da
hidrolise peptidica®.

A atividade destes compostos reside freqiientemente em um Unico
estereoisdmero deste segmento aminoacido. Por exemplo, a fenilnorstatina 13

50,51

¢ o estereoisdmero essencial de uma variedade de inibidores de renina’ ", seu

a-epimero allofenilnorstatina 14 é um inibidor de HIV protease da classe

kynostatina5 2,

* Bummage, M. E.; Davies, S. G.; Goodwin, C. I.; Ichihara, O. Tetrahedron 1994, 50, 3975,

% fizuka, K.; Kamijo, T.; Harada, H.; Akahane, K.; Kubota, T.; Umeyama, Ishida, T.; Kiso, Y. J. Med. Chem.
1999, 33, 2707.

5! Nshizawa,R.: Saino, T.; Takita, T.: Suda, H.; Aoyagi, T.; Umezawa, H. J. Med. Chem. 1977, 20, 510.

2 Bumnage, M. E.; Davies, S. G.; Goodwin, C. J. Synlert 1973, 731
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Além destes aspectos estereoquimicos, a sintese assimétrica de B-
amino-a-hidroxi-acidos pode ser mais complicada devido a requerimentos
estruturais mais complexos. Por exemplo, o inibidor de aminopeptidase M
leulistina 15, contém o grupo o-hidroxi em um centro esterecgénico

;s 53
quaternario” .

Hy

N

- 15

As estimativas do numero de pessoas contaminadas pelo virus HIV
excedera a casa dos trinta milhdes nos proximos anos. Uma abordagem
terapéutica que tem sido de grande importéncia € a inibicdo da HIV protease
(HIVPR). A enzima protease do virus € um elemento essencial em seu ciclo de
vida, sendo esta a responsavel pela montagem e maturagdo em seu estagio
infeccioso™®. Desta maneira a supressdo da protease, por mutagio ou inibigio
quimica, leva a incapacidade do virus estabelecer o seu ciclo infeccioso. O
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) codifica uma protease aspartica
conhecida por ser essencial para maturagdo e replicagéo retroviral. A HIV
protease pode reconhecer seqiiéncias Phe-Pro e Tyr-Pro como o sitio de
clivagem especifica do virus. Estes aspectos fornecem a base para o design
racional de drogas HIV proteases seletivas para o tratamento de AIDS®. O

quimioterdpico saquinavir (Invirase®, Roche®), foi o primeiro a ser testado

= Algi, T.; Yoshida, 8.; Matsuda, T; Tkeda, T.; Hamada, M.; Takeuchi, T. J. Antibiorics 1991, 44,573.
f‘a West, M. L.; Fairlie, D. P. Trends Pharmacol. Sci. 1995, 23, 3999,
¥ Huff, 1. R. J. Med. Chem. 1994, 34, 2305.
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clinicamente em tratamento de aidéticos®®. O composto 16 apresenta alta

atividade anti-HIV.

R
,LCOZPS
NN
(\ N E
0\) OH
N, NH

16 R = Pr: KRI-1230

A notavel eficicia do agente anticAncer taxol 17 € dependente da
presenga na cadeia lateral de um derivado B-amino-a-hidroxi-dcido, e uma
eficiente sintese estereo-controlada deste importante componente tem sido o
objetivo primeiro de muitos pesquisadores’ . O taxol € seus derivados como o
taxotere 18, que é um agente antineoplasico, atuam promovendo a agregacdo
das tubulinas na formacSic de microtibulos estaveis, inibindo a sua
despolimerizaggo, o que promove diminuigo de tubulina livre. A ligagéo do
taxol aos microtibulos ndo altera o nGmero de protoﬁlamentoks. In vitro
mostrou romper a rede de microtibulos nas células, essencial para as fungdes

celulares vitais durante a intérfase e a mitose .

% Roberts, N. A.; Martin, J. A.; Kirchington, D.; Bradhurst, A. V.; Craig, J. C.; Duncan, L B.; Galpin, S. A.;
Handa, B. K. Science 1990, 248, 358.

¥ Nicolaou, K. C.; Dai, W. M.; Guy, R. K. Angew. Chem. Int. Ed. Engl 1994, 33, 15.

*® Snyder, J. P.; Nevins, N.; Cicero, D. O.; Jansen, J. J. Am. Chem. Soc. 2000, /22, 724.

* Bisserv, M. C.; Guénard, D.; Guérrite-Voeglelein, F.; Lavelle, F. Cancer Res. 1991,5] 4845,
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17R = Ac. R =Ph
18R =H, R =B

Assim como o taxol, epotilonas (A ¢ Bj, eleuterobina e
discodermolideo, sio todas conhecidas por compartilhar um Gnico mecanismo
molecular de acgo®. Elas prendem-se aos microtibulos, que séo importantes
estruturas do aparato mit6tico das células, e deste modo inibem a divisdo
celular. Como compartilham este mecanismo, presume-se também que
POSSUaIm 0 MESMO grupo farmacoférico (parte da estrutura responsdvel por sua
atividade bioldgica), e provavelmente usam o mesmo sitio para ligar-se a
tubulina, a principal proteina estrutural dos microtibulos.

O grupo farmacofdrico comum foi descrite®’. No caso do taxol e
nonataxel, a predigdo dos autores deixa de lado todo o nicleo multiciclico da
estrutura, mas inclui a cadeia lateral e o substituinte benzoato do anel de 9
membros.

O macrociclo 19%, foi descrito como um potente inibidor de HIV ¢ FIV
(Feline Immunodeficiency Virus) protease. O virus FIV causa nos gatos uma
doenca semelhante a AIDS. Este macrociclo contém o segmento
fenilnorstatina 13 em sua cadeia lateral e este fragmento é de crucial

importancia para a sua atividade.

0 Nijcolaow, K. C.; Roschanger, F.; Vourloumis, D. Angew. Chem. Int. Ed. Engl 1998, 37,2014

1 Ojima, L; Chakravarty, S.; Inoue, T.; Li, S.; He, L.; Horwits, S. D.; Danishefsky, 8. I. Proc. Natal Acad.
Sci. USA 1999, 96, 4256.

82 Mak, C. C.; Brik, A.; Lerner, D. L.; Elder, J. H; Morris, G. M.; Olson, A. J.; Wong, C. H. Bio. Med.
Chemistry 2003, 11, 2025.
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O
ol

R AL
RPe

19

A molécula amastatina 20% ¢ o produto natural microginina 21% que foi

o8

isolado de culturas frescas de alga Microcytis aeruginosa exibem uma

atividade inibidora em relacfo 2 enzima angiotensina.

™ Val-Val-Asp-OH
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21

8 Rich,D. H.; Moon, B. J.; Boparai, A. . J. Org. Chem. 1997, 62, 2458-2465.
% Okino, T.; Matsuda, H.; Murakami, M.; Yamaguchi, K. Terrghedron Let. 1993, 34,501-504,

46



Capifuio 3

E evidente que a efetiva abordagem sintética de derivados B-amino-c-
hidroxi-acidos com estereoquimica abscluta e relativa definida ¢ de suma
importincia e como o ndimero de B-amino-o-hidroxi-acidos continua

expandindo, um protocolo para sua sintese € sempre desejavel.

3.2 Objetivos

Tendo em vista a %mpoﬁé‘méia de B-amino-a-hidroxiacidos homoquirais
e seus derivados como componentes de estruturas complexas de moléculas
com comprovadas atividades farmacologicas, pretende-se desenvolver um
estudo sintético visando encontrar uma metodologia de aplicagdo geral, e
preferencialmente simples. Foi estudada principalmente a reducédo de a-ceto-
gsteres tendo como substifuinte no carbono o 2 cetona grupes que possam
levar a substituintes nitrogenados, visando a preparagdo de B-amino-a-
hidroxidcidos. Nesta etapa chave serdo criados dois centros quirais
consecutivos, na qual utilizam-se microrganismos disponiveis na cole¢do da
Fundacgfo de Pesquisas Andre Toéeiio e a levedura Saccharomyces cerevisiae,
disponivel comercialmente. Os microrganismos poderdo ser utilizados, tanto

na forma livre quanto imobilizada.
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3.3. Resultados e Discusses

3.3.1 Bioreducio de 3-brome-2-oxo0-4-fenilbutirato de etila 23

Inicialmente pretendia-se realizar a2 o-azidagdo direta de 2-oxo-4-
fenilbutirato de etila 3 visando a sintese da Fenilnorstatina 13 e para 1sto
foram utilizadas diferentes metodologias®***"**. O composto 3-azido-2-oxo-
4-fenilbutirato de etila 22 foi sintetizado e devido a sua instabilidade nfo foi

possivel realizar a sua bioredugéo.

— COLEt

N
3 22
Como alternativa, realizou-se a a~ha§10gen§éo de 2-oxo-4-fenilbutirato

de etila 3. O composto 3-bromo-2-ox0-4-fenilbutirato de etila 23 mostrou-se

estavel possibilitando o estudo da bioreducéo.

O ) 0 )
COEt _Br/CCL/CHCL COEt
97%, Br
23

21

% Hoffman, R. V.; Johnsen, M. C.; Okonya, 1. F. J. Org. Chem. 1997, 62, 2458.

% Fadnavis, N. M.; Vadivel, S. K.; Sharfuddin, M.; Bhalerao, U, T. Tetrahedron: Asym. 1997, §,4003.

57 Moriarty, R. M.; Vaid, R. K.; Ravikumar, V. T.; Vaid, B. K. Hopins, T. E. Tetrahedron 1988, 44, 1603,
8 Evans, D. A.; Britton, T. C.; Ellman, 1. A.; Dorow, R. L. J. Am. Chem. Soc. 1996, /12, 4011,

48



Capitulo 3

A Tabela 3.1 apresenta a redugfo biocatalitica de 23 por diferentes
microrganismos. Analisando a Tabela 3.1 observa-se que a
diastereosseletividade possui uma relaco direta com o pH do meio de reacio,
pois em pH 4,0 a seletividade € maior quando comparada a pH 7.,0.

Nas entradas 1-4 foi ebseﬁ’ado uma maior seletividade com relacgfio ao
diastereoisdmero anti 24b. Nas entradas 5-10 verificou-se uma pequena
seletividade com relagio ao diastereoisbmero syn 24a. A partir da andlise
destes resultados, sugerimos gue esteja ocorrendo uma resolugfio cinética
dindmica durante a reduco de 23, onde o pH do meio pode estar exercendo
um efeito sobre a taxa de epimerizagdio em (, ¢ consequentemente

influenciando a razido diasterecisomeérica.

S. cerevisize
CO,EL 2 COEt  +

8r Br
33 24a

Utilizando-se as bactérias Serratia rubidea e Serratia marcences
(entradas 11-14) obtem-se excelente excesso diastereoisomérico e
enantiomérico para 24b, porém o rendimento obtido ¢ baixo para a aplicacdo
em uma rota sintética. Estas bactérias sdo facilmente contaminadas, mesmos
as cepas guardadas em estoque {condi¢des especiais no refrigerador) ¢ sendo
sempre necessaria a obtenco de novas cepas da Fundac@o de Pesquisas Andre
Tosello. Este processo € lento e trabalhoso e por isto foi descartado.

A levedura Saccharomyces cerevisiae apresentou o resultado mais
promissor, pois o tempo de reagiio é menor e o rendimento € superior quando
comparado com as demais reagles. Optou-se por otimizar esta reagdo devido a

facilidade de se trabalhar com a levedura Saccharomyces cerevisiae, tendo em
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vista que a mesma € obtida comercialmente na forma liofilizada e dispensa

todo o processo de manuseio e crescimento de culturas microbiolégicas. .

Tabela 3.1. Reducfo de 3-bromo-2-oxo-4-fenilbutirato de etila 23 utiliando-se

diferentes microrganismos utilizando células em repouso.

Micorganismo pH | Rend.(%)" | syn:ant® ee (%)
sym anti
1 Rhodotorula minuta 4,0 59 32:68 g3 >G9
2 Rhodotorula minuta 7,0 75 44 .56 89 94
3 Rhodotorula glutinis 4,0 39 34: 66 S0 =95
4 Rhodotorula glutinis 7.0 50 45 : 55 96 >89
5 Candida utilis 4.0 65 64 :36 85 Y
& Candida utilis 7,0 62 65:35 84 84
7 Pichia canadensis 4,0 48 75:25 90 97
8 Pichia canadensis 7,0 65 65:35 90 74
9 L. mesenteroides 4,0 55 68:32 90 80
10 L. mesenteroides 7,0 48 66 : 34 91 74
11 Serratio rubidea” 4,0 4 3:97 >99 | >99
12 Serratia rubidea” 7,0 10 0:100 | - >99
i3 Serratio marcences® 4,0 7 0:100 -— | >899
14 Serratia marcences® 7,0 15 0:100 — } >99

* O tempo de reagio foi de 72 horas.

Os excessos diastereoisoméricos e enantioméricos

foram determinado por CG/MS. ¢ O tempo de reac8o :96 horas. ¢ O tempo de feag:ﬁo foi de

24 horas Condicbes reacionais: 4,0 g de massa celular, 100 mL de uma solugéo tampdo

citrato pH 4,0 (0,5 mol/L) e 140 mg de 23.
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Realizou-se assim a bioreducdo de 23 com a levedura Saccharomyces
cerevisice em diferentes condicBes como mostrado na Tabela 3.2. Como
suporte para a imobilizagio utilizou-se os géis hidrofilicos alginato de célcio e

k-carragena, além do polivinilalcool Lenticats®,

Tabela 3.2. RedugBes biocataliticas de 3-bromo-2-oxo-4-fenilbutirato de etila

23 com a levedura Saccharomyces cerevisiae.

Suporte pH | Rend. (%) | syn : anti® ee (%)

- __ lgia T — ——
3 x-Carragena 4,0 87 75:25 92 | =99
4 k-Carragena 7,0 92 : 64 : 36 84 | >99
5 Lenticats® 4,01 79 75:25 95 =09
6 Lenticats® 7,0 85 63 :37 90 >99

* O tempo de reagio: 24 horas. ° Os excessos diastereoisoméricos ¢ enantioméricos foram
determinado por CG/MS. Condigdes reacionais: 1,0 g de Saccharomyces cerevisiae, 100
mL de uma solugdo tampdo citrato pH 4,0 (0,5 mol/L) ¢ 140 mg de 23, 2,0 g de glicose

iniciais seguido da adig#o de 0,4 g de glicose a cada 6 horas.

Analisando a Tabela 3.2, verificamos que o diastereoisdmero anti 24b
sempre apresenta excelente ee. Os géis polissacarideos como o alginato e a x-
carragena, entrada 3,4, diminuem a disponibili&ade de substrato frente a
levedura, pois a imobilizago ‘confere o encapsulamento da levedura.
Entretanto, constatou-se que a combinacfo da imobilizagdo em alginato de
cilcio e pH 4,0 formece uma maior seletividade com relagdc ao
diastereoisdmerc syn 24a, emtrada 1. Nas entradas S5 e 6 o Lenftikats@foi

utilizado como suporte, onde a levedura € imobilizada em polivinildlcool
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(PVA). E importante notar que a diastereosseletividade é menor quando

comparado ao alginato.

A bioredugfio de 23 utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae
imobilizada em alginato de calcio possui uma alta diastereo- e
enantiosseletividade como ja foi apresentado. Quando esta reagio &
reproduzida em uma escala maior verifica-se uma diminui¢8o na seletividade

como € apresentado na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Reducbes de 23 por Saccharomyces cerevisisae imobilizado em

alginato de calcio em diferentes condicbes

Entrada | Tempo Rendimento | syn /anti ee (%) 2]
(h) (%) syn anti syn anti
1* 24 82 85/15 96 59 -16,80 | -18,76
2 24 80 66/ 34 85 9% -14,55 1 -18,38

Condicbes reacionais: a) 1,0 g de Saccharomyces cerevisiae, 100 mL de uma solugdo
tampéo citrato pH 4,0 (0,5 mol/L) e 140 mg de 23, 2,0 g de glicose ¢ 0,4 g de glicose a cada
6 horas. b) 5,0 g de Sacchammyces cerevisiae, 400 mL de uma solugfio tampéo citrato pH
4,0(0,5 mol/L) e 700 mg de 23, 8,0 g de glicose ¢ 1,6 g de glicose a cada 6 horas.

3.3.1.1 Determinacfio da configuracio absoluta e relativa de 3-

bromo-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila 24a e 24b.

A configuracdo relativa dos compostos 24a ¢ 24b foi determinada

através da anélise dos dados de RMN de 'H. Os deslocamentos quimicos e as

52



Capitulo 3

constantes de acoplamento estio condisentes com os dados da literatura®. Os

compostos 25a e 25b foram utilizados como referéncia®.

Tabela 3.3. Dados de RMN de 'H de 24a, 24b, 232 e 25b.

8 (ppm) H-2 J2,3 (Hz)
24a 4,50 1,8
25a 4,44 ' 1,8
24b 446 2.6
25b 4,24 2.4

Para a determinac@o da configuracdo absoluta o bromeo foi retirado
através de hidrogenacdo catalitica. O bromo foi facilmente substituido durante

- 1?0
a hidrogendlise””.

OH OH
H, PA/C 5 % (latm)
2 COzEt . COzEI
NaOAc/HOAC/ETOAC
95%

24a

% Tsuboi, S.; Furutani, H.; Ansari, M. H.; Sakai, T.; Utaka, M.; Takeda, A. J. Org. Chem. 1993, 58, 486.
™ Sharpless, B.; Fleming, P. R.; J. Org. Chem. 1991 56, 2869.
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Tabela 3.4. Dados de rotagfo otica de 26.

[}
26 32,5
267 22,1

O composto 26 gerade a partir de 24a apresenta [a]”p = -32,5. Este
valor foi comparado com a literatura para o composto (R)-(-)-2-hidroxi-4-
fenilbutirato de etila e a partir desta comparacio atribuiu-se a configuracio §
para o carbono 2 de 24a. Sendo 24a o distereoisdbmero syn atribuimos a
configuracéo S para o carbono 3. O mesmo procedimento foi realizado com o
composto 24b. Os compostos possuem a seguinte configuragéo absoluta: (2§,
38)-3-bromo-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila (24a) ¢ (25, 3R)-3-bromo-2-
hidroxi-4-fenilbutirato de etila (24b). '

3.3.1.2 Estudo cinético da bioreducdo de 3-bromo-2-0x0-4-

fenilbutirato de etila 23.

Para verificar os principais fatores que estdo afetando esta reagdo,
realizou-se um estudo cinético da mesma.

Para a primeira reacfio deste estudo (Reacfo 1), utilizou-se a seguinte
condic¢fo reacional: 1,0 g de fermento de pdo liofilizado (livre), 50 mL de uma
solugdo tampéo citrato pH 4,0 (0,5 mol/L) ¢ 140 mg (0,5 mmol) de 23.

Na Figura 3.1a pode-se verificar que em 24 horas de reacéo '60% de 23

foi consumido e que nos instantes iniciais a velocidade da reacfio € maior. A

' Dao, D. H.; Hornes, S.; 'Okamura, M.; Akasaka T.; Kawai, Y.; Hida, X.; Olno, A. Bull. Chem. Soc. Jpn.
1998, 77, 425,
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relagio diastereoisomérica entre 24a e 24b nos instantes iniciais da reagéo
chega a ser de 66/34 (syn/anti), e ap6s 7 horas ela diminui, ou seja, & medida
que a reaclo continua a quantidade de 24b aumenta. O excesso enantiomérico
para esta reacdo também foi acompanhado. Analisando o grafico da Figura
3.1b verifica-se que para o composto 24b apesar de uma pequena oscilacdo, o
ee final da reaglio ¢ aproximadamente o mesmo desde o inicio da reagio
(86%). Para 24a ocorreu uma queda no excesso enantiomeérico de 81% para
70%. Comparando este resultado com o apresentado na Tabela 3.1 (pag. 50)
nota-se que o rendimento ¢ a seletividade diminuem quando a glicose nfo €

adicionada.
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Figura 3.1. a) Monitoramento da bioredugdo de 23 mediada por Saccharomyces cerevisiae

(Reagdio 1). b) Variagfo do excesso enantiomérico dos diastereoisdmeros 24a e 24b

durante a reagfio 1.
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Analisando estes dados, verificou-se que nos instantes inicials da reag@o
sdo obtidos os melhores resultados e sugere-se que isto ocorra porque nestes
instantes a quantidade de substrato disponivel para a célula ¢ peéuenag pois
ainda nfo esta totalmente dissolvido no meio. Para comprovar esta hipbtese
realizou-se a mesma reacdo com uma quantidade‘mener de substrato. Entdo,
utilizou-se a seguinte condicgfo reacional (Reacéo 2): 1,0 g de fermento de péo
liofilizado, 50 mL de uma solugio tampao citrato pH 4,0 (0,5 mol/L) e 40 mg
(0,14 mmol) de 23.

Na Figura 3.2a pode-se constatar que em 24 horas de reagdo cerca de
90% de 23 foi consumido e nos instantes iniciais a velocidade de consumo do
material de partida é rapida, em 1 hora de reagfo foi obtido 60% de conversdo.
Verificou-se que com uma quantidade de substrato menor, a velocidade da
reacdio também & maior. A relagfo diastereoisomérica durante esta reagdo nos
instantes iniciais ¢ de 75/25 (syn/anti) e ap6s 7 horas ela diminui para 66/34.
Os excessos enantioméricos obtidos (Fig.ura 3.2b) para esta reaglo sdo
superiores aos determinados para a Reacgfio 1. Para 24b obtive-se um ee

variando de 98 a 96 % e para 24a o ee entre 89 e 80 %.
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Figura 3.2. a) Monitoramento da bioredugdo de 23 mediada por Saccharomyces cerevisiae

(Reagio 2). b) Variagio do excesso enantiomérico dos diastereoisbmeros 24a e 24b

durante a Reaciio 2.
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Analisando estas duas reagdes verifica-se que a diastereo- €
enantioseletividade desta reducfio estio diretamente relacionadas a
concentragio de substrato. Entfio, para aumentar a seletividade realizou-se
uma reacdo com a levedura imobilizada em alginato de calcio. Neste tipo de
imobilizacso o biocatalisador fica encapsulado em esferas de alginato, assim,
gerando uma barreira para o substrato alcancar as células e com isto, cria-se
um efeito de partigBo do substrato para © biocatalisador imobilizado
(Esquema 3.2). Conseqiientemente, pode-se diminuir a quantidade de
substrato disponivel, fazendo com que a transferéncia de massa (substrato)

para o biocatalisador seja o fator preponderante nesta reagao.

volume de liquido
fronteira da .f A
camada ¢
estagnada
- concentragao
; de
i subsirato
peril de .
concentragéo !
! i
Ro Rp

raic(R) ——>»

Esquema 3.2. Representagfo esquemdtica do perfil de concentragio de substrato em um

biocatalisador imobilizado em particula esférica.

Para a Reacdio 3, utilizou-se a seguinte condig&o reacional: 1,0 g de
fermento de pdo imobilizado em alginato de célcio 2,5% (p/v), 50 mL de uma

solugdo tampdo citrato pH 4,0 (0,5 moV/L) e 40 mg (0,14 mmol) de 23.
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Na Figura 3.3a pode-se verificar que em 2 horas de reacdo quase todo o
material de partida foi consumido.” Observa-se que a relagfo
diasterecisomérica durante a Reacfio 3 manteve-se em 70/30 (syn/aniti). Este
resultado € superior ao das reagdes anteriores, pois além de obter uma relagio
diastereoisomérica melhor esta se mantém basicamente constante do inicio até
o fim da reacdo. Os excessos enantioméricos de 24a ¢ 24b obtidos para esta
reacdo além de serem superiores aos obtidos na outras reagBes, estdo
basicamente constantes durante toda a rea¢fio, Figura 3.3b. A diastereo- e
enantiosseletividade obtidas para a reagfo com a levedura imobilizada sfo
superiores 4 da reagfio com a célula livre, e isto nos indica que o fator
governante de nossa reacgo ¢ a transferéncia de massa. Pode-se, entdo, com a
levedura imobilizada diminuir a quantidade de substrato disponivel para o
biocatalisador, e assim, controlar a seletividade da reagéo.

O consumo de 23 ter sido mais rapido é bem intrigante, pois quando a
levedura esta imobilizada a quantidade de substrato disponivel € menor do que
quando ele se encontra na forma livre. A partir deste resultado verificamos
que o substrato tem alta afinidade pelo alginato, fazendo com que o substrato
tende a ficar dentro ou proximo do biocatalisador. Para comprovar esta
hipétese foi realizada a medida do coeficiente de particdo conforme

apresentado na Figura 3.4.
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Figura 3.3. a) Bioredugo de 23 por Saccharomyces cerevisiae imobilizado em alginato de
calcic. b). Variagio do excesso enantiomérico dos diasterecisémeros 24a e 24b durante a

reacdo com Saccharomyces cerevisiae imobilizado em esferas de alginato de calcio.
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A medida do coeficiente de partigio 23/24a nas particulas de alginato
de célcio foram realizadas com as esferas de alginato de didmetro médio de
3,0 mm. Conforme apresentado na Figura 3.4 verificamos que a afinidade do
substrato 23 pelo gel € maior que pela fase aquosa. Quando se trata do produto
24a a situagiio inversa ¢ observada. Estes dados comprovam que esta
metodologia € adequada para a reagfo em questdio, pois o substrato apresenta

uma maior afinidade pelo hidrogel que pela 4gua.

)
Y
A 4
= g T —y
z?ﬂ j ‘ \\":, ,?—%’/v/
S 044 7
30 _
g —=— 23 (0,14 mmol/.)
2 03- &— 24a (0,14 mmol/L)
8 —w— 24a (0,49 mmol/L)
g 02- :
-.3.: 1 8 % S-B-8-8-8
pie-g Y < o gEm 4B JgB an @
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Figura 3.4. Medidas do coeficiente de particio 23/24a em particulas de alginato de calcio

de 3,0 mm de didmetro médio sob diferentes concentracdes.

62



Capituio 3

Realizou-se, entdo o monitoramento da reagdo de bioredugfio com a
seguinte condi¢fo reacional: 1,0 g de Saccharomyces cerevisiae, 100 mL de
uma soluglo tampio citrato pH 4,0 (0,5 mol/L)e 40 mg de 23, 2,0 ¢ de glicose
iniciais seguido da adicdo de 0,4 g de glicose iniciais a cada 6 horas.

Na Figura 3.4a pode-se verificar que em 2 horas de reagio todo o
material de partida foi consumido. Observa-se que a relaghio
diastereoisomérica durante 2 Reacfio 3 manteve-se em 75/25 (syn/anti). Este
resultado € superior ao da reagfo anterior. Os excessos enantioméricos de 24a

e 24b estdo basicamente constantes durante toda a reacdo, Figura 3.4b.
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Figura 3.4. a) Bioreducao de 23 por Saccharomyces cerevisiae imobilizado em alginato de
caleio com adigfo de glicose. b). Variacdo do excesso enantiomérico dos diastereoisdmeros

24a e 24b durante a reagfo com Saccharomyces cerevisiae imobilizado
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A partir destes resultados verificou-se que o fator determinante deste
sistema € a concentragdo de substrato disponivel ao biocatalisador. Utilizando-
se estes dados cinéticos projetamos um bioreator (Figura 3.5), ¢ realizou-se
uma reacdo nas mesmas condig¢les anteriores, pcrérﬁ utilizando-se um sistema
de imobilizag8o em que a levedura ¢ encapsulada em esferas de duas camadas
superpostas de alginato, onde as células ficam restritas na camada interna

(Figura 3.6).

Entrada e ou saida de gases

Agitagio mecénica
%

E@

Saida do efluente B —— ' Banho témico

&= Entradas para alimentagao do reator
e

Banho témico e [

Figuara 3.5. Bioreator projetado.

Camada externa |
Ca-alginato i

Camada interna
Ca-Alginate + 8. cerevisiae

a) b}
Figura 3.6. a) Representacdo esquemadtica de um corte- transversal nas esferas de duas

camadas de alginato. b) Microfotografia do corte transversal.
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Para gerar este tipo de imobilizaclio, utilizou-se o© procedimento
proposto por Vorlop™. Com isto as batreiras para o substrato chegar ao
biocatalisador foram aumentadas, fazendo com que 23 seja disponibilizado em
pequenas quantidades (Esquema 3.3). Utilizando este novo sistema
conseguiu-se aumentar a seletividade da reagio, onde temos um excesso

diaterisomerico de 70% (Figura 3.6a) para 24a ¢ ee de 96% (Figura 3.6b).

vetume de lituido

-

fronteira da |
camada 7

estagnads - Pl

i concentracéo
"gﬂgﬁ'?? - E z E substrato
ooncentragd ™/ |1

taio (RY ——

Esquema 3.3. Representagiio esquematica do perfil de concentrag@o de substrato em um

biocatalisador imobilizado em particula esférica de 2 camadas de alginato.

" Vorlop, K. D.; Steinert, H. N. dnnals New York Academy of Science, 1987, 501, 212.
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Figura 3.7. a) Bioreduclio de 23 por Saccharomyces cerevisige imobilizado em duas
camadas de alginato de calcio e com adigio de glicose. b). Variacio do excesso
enantiomérico dos diastereoisdmeros 24a ¢ 24b durante a reacfio com Saccharomyces

cerevisioe imobilizado
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Conforme j4 havia sido sugerido, acredita-se que durante a bioredugdo
esteja ocorrendo uma resclugdio cinética dindmica, como é apresentado no
Esquema 3.4. Analisando nossos resultados verificamos que a quantidade do
diastereoisOmero syn formado € maior que a guantidade do anti indicando
ocorréncia de uma resolugfo cinética dindmica devido a epimerizaciio em Cs.
Pode-se afirmar que a Veiocidadé de formacfo de 24a ¢ maior do que 24b.
Entdo sugere- se que 23a ¢ consumido em uma velocidade maior, e o
equilibrio representado na figura acima esteja mais deslocado para a esquerda,

ou Seja, k; e k..g > k.l e kg.

o 27"
ky

24b2 2432

Esquema 3.4, Resolucfo cinética dindmica devido a epimerizagio em C; via forma

enodlica.

Os valores dos excessos enantioméricos para as reagdes com a levedura
livre, indicam que o ee de 24a diminui & medida que a concentragio de
substrato aumenta. Quando se utiliza uma menor quantidade de substrato (40
mg) obtém-se um ee de 80 %. Quando se utiliza uma maior quantidade de
substrato, obtém-se um ee de 70%. A partir destes resultados sugere-se que ks

> k.
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Analisando os valores dos excessos enantioméricos para o
diastereoisémeros anti, verifica-se que o ee de 24b diminui a medida que a
concentracdo de substrato sumenta. Quando se utiliza uma menor quantidade
de substrato (40 mg) obtém-se um ee de 96%. Quando se utiliza uma maior
quantidade de substrato obtem-se um ee de 86%. A partir destes resultados
sugere-se que kg >> ks.

Comparando estes dados verifica-se que ks > k4 > ks >>ks. Utilizando
esta relacio entre as constantes de velocidades, pode-se verificar que sempre
que este sistema estiver com excesso de substrato todos os enantibmeros
possiveis serfo obtidos, diminuindo assim o0s excessos enantio- €
disatereoisomericos.

Para testar a eficacia deste sistema sintetizou-se ¢ composto 3-cloro-2-
oxo-fenilbutirato de etila 27 e realizou-se a sua bioredugo comparando o seu
resultado com o obtido na reducfo do mesmo utilizando-se a levedura
Saccahromyces cerevisiae livre rtealizado por Tsuboi e colaboradores®.
Analisando a Tabela 3.6 verificamos que os resultados por nés obtidos s&o
bem superiores aos da literatura®, onde a enantiosseletividade é fator mais

discrepante.

O OH
OEt OE:
S. cerevisiae +
b’
Ci O Ci c -

27 25a Z5b
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Tabela 3.6. Comparaco das bioreducgfes de 27 mediadas por Saccharomyces

cerevisiae em diferentes condicdes.

Composto | Rend. (%) | syr:anti ee (%) [ai*p
syn anti sy anti
1® Lit.” 50 34:66 | 43 | 95 | -16,72 | -19,63
2 27 85 30:70 85 1 =95 1 -35,05 -21,61

a) CondicBes reacionais: 42,5g de Saccharomyces cerevisiae, 300 mL de uma solugéo
tampéo citrato pH 7,0 (1,4 mol/L) e 720 mg de 24, 54,5 g de glicose. b) Condigfes
reacionais: 5,0g de Saccharomices cerevisicze imobilizado em esferas de camadas de
alginato de caleio, 400 mi de uma solucfo tampfo citrato pH 4,0 (0,5 mol/L) 630 mg de 24,

8,0 g de glicose e 1,6 g de glicose a cada 6 horas.

Como pode ser observado na Tabela 3.6, a seletividade para a
bioredugio 27 ¢ inversa com relaco a bioreducdo de 23. Para a reducfo de 27
o diastereoisdmero preponderante é o anti. Esta inversfio de seletividade pode
estar relacionada diretamente com o substituinte em C;. Além disto os

resultados para a redugfio de 23 sfo bem superiores aos obtidos para 27.

3.3.2 Sintese da Fenilnorstatina 13

Ap&s realizar-se a bioredugdo de 23, tentou-se realizar a substituicdo do
bromo por um grupo azido, gerando um grupo equivalente a um grupo amino
em C; Para a substituicdo do bromo por um grupo azido em 24a realizou-se

diferentes reagbes, que estdo apresentadas na Tabela 6. Em nenhum das
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reagbes foi obtido 3-azido-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila 28, obtendo-se

entretanto o 2,3-epoxi-éster 29.

B CO4Et
24a 29
Tabela 3.7. Métodos de azidacfio de 243.
Métodos Azida Solvente Temp. 29 (rend. %)

1 NaN; MeOH 25°C 80
2 NaNNj DMSO 10°C 78.
3 NaNj; DMSO 50°C 94
4 NaN; DMF 50°C 90
5 LiN;, DMF 50°C - 97
6 TBAN; DMF 50 °C 92
7 TMSN; CH,Cl, 25°C | e

Analisando a Tabela 3.7, nos métodos 1-4, observamos que a 50°C

obtivemos um rendimento melhor do que em temperatura inferiores ¢ que a

formacdo do epéxide independe do solvente utilizado. Quando utiliza-se

azoteto de litio (método 5) observamos um aumento no rendimento, isto se

deve ao fato do azoteto de litio ter uma solubilidade major em solventes

orginicos que o azoteto de sodio. O azoteto de litio € o azoteto de

tetrabutilaménio sfo bastante utilizados em reagSes de substifuicio de

compostos halogenados, onde o halogénio nic esta ativado, pois o grupo Ny’
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estaria mais solubilizado no meio facilitando a substitui¢do. No métodos 5,
possivelmente a basicidade de Ni° foi aumentada, levando a um maior
rendimento na formacZo de 29. No método 7 utilizando azoteto de
trimetilsilano ndo foi verificada a formac8o de nenhum produto. Isto pode ser
explicado pelo fato de TMSN; possuir um carater bésico bem menor que os
demais tipos de azotefos. Hoffman®. observou a mesma formacgio do 2,3-
epdxi-éster 29 na substituiclo de '3-[(pwmtrobenzemsulf()nil)oxi]—E—hidmxi-é-
fenilbutirato de etila por NaN; em DMF.

Para evitar a formacéo do 2,3-epoxi-éster, o composto 24a foi protegido

com cloroformiato de etila, gerando 30.

oH OCOEt
OBt Cico.Et DMAR
Pmdma CH,Cl,
Br O

Foram testadas duas reacdio de azidacdo de 30, utilizando-se NaN; em
DMF e DMSO 4 50 °C e em nenhuma das reagdes ocorreu a substituicdo do
bromo pelo grupo azido recuperando-se apenas o material de partida.

A partir destes experimentos, propusemos a abertura do epoxido 29
como opgdo para a formagdo de 28. Como um dos objetivos deste trabalho € a
obtencdo de uma metodologia geral para a sintese de P-amino-ci-hidroxi-
acidos (ésteres), optou-se por ndo utilizar os azotetos para a formacgfo do
epéxido, tendo em vista que a substitui¢Bio do grupo halogenado no composto
3-bromo-2-hidroxi-3-fenilpropionato de etila. ocorre sem nenhuma
dificuldade™.

Na Tabela 3.8 estfo apreseﬁtados os diferentes métodos utilizados para

a formagdo de 29. O método 1 apresentou um rendimento baixo. Este método

 Righi, G.; Rumboldt, G. J. Org. Chem. 1993, 61, 3557.
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foi otimizado utilizando-se a adigdo de um catalisador de transferéncia de fase
(métode 2) ¢ observou-se um aumento no rendimento. Nestes dois métodos
observou-se que nenhum material de partida fol recuperado. Supfe-se que
pode estar ocorrendo uma reacfo de hidrdlise bésica simultaneamente com a
epoxidagho, onde o 2,3-epoxi-dcido formado esteja na fase aquosa
favorecendo a diminuicdo do rendimento. Ulizando-se NaH e NaOF:
(meétodos 3 e 4) como bases, observa-se um rendimento superior aos métodos
i e 2 e recuperagdo de material de partida. O método 5 € o mais eficiente para

a formac8o do epdxido 29, sendo obtido 90% de rendimento.

Tabela 3.8. Métodos formacao de cis-4-fenil-2,3-oxiranobutirato de etila
29.

Método Base Solvente 29 (rend. %) | 24 a(rend. %)
1 KOHy Eter etilico 37 e
2 KOHyTBACI| Benzeno 52 | e
3 NaOEFEt EtOH 62 25
4 NaH Benzeno 60 23
5 KoCOs EtOH 90 5
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Com a sintese do 2,3-epdxi ester 29 comprovamos a configuragio
relativa de 24a. Os dados de RMN 'H para 29 foram comparados com 0s
obtidos na literatura®. Nesta etapa, entfo foi obtide o (2R,3R)-4-fenil-2,3-

oxiranobutanocato de etila 29 com 96% de excesso enanatiomeérico.

Tabela 3.9. Dados de RMN de "H de 29.

5 (ppm) H-2 ‘ 313 (Hz)
29 3,58 4.8
Lit®™ 3,58 4.8

Para a abertura de 29 empregou-se primeiramente uma metodologia que
Sharpless™ otimizou para a abertura regiosseletiva de 2,3-epoxi alcool,
utilizando-se NaNy/NH,Cl em refluxo de 4gua/dimetoxietano. Esta
metodologia foi utilizada com uma pequena mcdificagéio, empregando-se
etanol/agua como solvente. Obteve-se 28 com 80% de rendimento e também
um composto de dificil purificaglo, que a andlise por CG/MS sugere ser 0
composto 31. Este método apresenta uma boa regiosseletividade para a

abertura de 29, em C-3,

™ Sharpless, B.; Behrens, C. H. J. Org. Chem. 1985, 50, 5696.
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N;

NHCUNaN, COyEt
MeOH/H,0 , refluxo
COyEr

5h

Utilizou-se também TMSN; na presenca de BF;-Et,O para a abertura de
29, observando-se uma excelente regiosseletividade para esta reacfio, sendo

obtido apenas 28 com 90% de rendimento e 96% de ee..

O
BFy B0/ TMSN; COB
CH,Cl, , T.amb.
Bn COzE? .
3h, 90%
29

Ainda n#o esta claro que influéncia o BF;-Et,O estd exercendo sobre 2
abertura do epéxido apenas em C;. Sugere-se qﬁe o efeito exercido seja
semelhante ao observado quando outros acidos de Lewis séo utilizados na
abertura de 2,3-epOxi-ésteres, amidas’™ ou alcodis”™. Como pode ser observado
no Esquema 3.5 sugere-se que o BF3-Et;O esteja coordenado ao 2,3-epOxi-
éster de tal forma que os orbitais © da carbonila e a ligagio b estejam
ortogonais entre si, anulando assim o efeito acil do éster em C-2. A posigéo C-

2 fica menos ativada € o ataque ocorre em C-3.

™ Catastis, M.; Moyano, A.; Pericas, M. A.; Riera, A. Tetrahedron Lett. 1999, 40, 9309
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Esquema 3.5 Abertura regioseletiva de 29.

Comparando estes valores com os fornecidos por Hoffman® (Tabela

3.10), verifica-se que o composto 28 apresenta configuracéo relativa syn.

Tabela 3.10. Dados de RVIN de 'H de 28.

5 (ppm) H-2 325 (Hz)
30 4,10 1,8
Lit% 4,11 2.0

Pode-se concluir que a etapa de abertura do epoxido € bem oportuna,
pois a partir de 24a realizamos duas inversdes consecutivas em (-3,
preservando assim a configuragic relativa inicial, além disto utilizando a
metodologia sugerida por Pearson’® a partir de 28 pode-se obter 13.

Uma outra alternativa para a obtengio da fenilnorstatina 13 ¢ através da
abertura regioseletiva de 29, formando a oxazolina 32. Este procedimento foi
proposto por Zwanenburg’’ e pode gerar B-amino--hidroxi-ésteres através da

da hidrdlise de 32 fornecendo 33.

16 Pearson, W. H; Hines, J. V. J Crg. Chem. 1989, 54, 4235,
7 Zwanenburg, B.; Thijs, L.; van Diesnst, E.; Legters, J. Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 1992, 111, 69.

76



Capttulo 3

Hl’ff, ‘\\\‘\COZEt
O " 1) HCly/ MeOH
A BFy 1,0/ CHyCN Bnﬂﬂ INaHCOsg)
L. O Pt ifivuteak ) BRI S

< N
ah , T.amb., 33%
Bn CO,E ¢ RN 16k, T. amb., 95%
29 _

32

Esta reac8o ocorre em condigdes extremamente brandas e com elevado
rendimento para 32 {95%), sem perda de enantiosseletividade. E interessante
salientar que este protocolo leva a formagio de B-amino-a-hidroxi-ésteres
pela abertura de 2,3-epbxi-ésteres regiosseletivamente. A acetonitﬁla ataca a
posigdo (-3 do epoxido ativado, como esta representade no Esguema 3.6,

formando um ion nitrilium que leva ao fechamento intramolecular, originando

a oxazolina 32.

- - —
0 3/4 OH Ha, R
Hin, 3 amH = L e B
2 BE,Et,0/ CH,CN #/L\ﬂ B | V%H RN
A : g Br ) COREL e N+ GO | === Ng P
B CO,Et 5 ﬁ% \(
29 f l
(]3 CH; 32
CH, - - '
Esquema 3.6

A hidrélise da oxazolina 32 € realizada geralmente em condicfes
extremamente acidas e nestas condigSes pode ocorrer perda da

. . vy e . . 7
enantiosseletidade’, Utilizamos uma metodologia mais branda’* para gerar

33 apartir de 32. Inicalmente a oxazolina € tratada com HCI (0,5 mol/L)

7 Castagnolo, D.; Armaroli, S.; Corelli, F.; Botta, M. Tetrahedron Asym. 2004, 15, 941.
” Bunnage, M. E.; Davies, S. G.; Goodwin, C. 1. J. Chem. Soc. Perkin Trans 1 1994, 2385.
8 Ruano, J. L. G.; Paredes, C. G. Terrahedron Lett. 2000, 41, 5357.
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gerando um intermedidrio que ap6s o tratamento com uma solucio saturada de

NaHCOj; ocorre uma transferéncia intramolecular gerando 33.

Hp, OB
Bﬁﬂ}g HCl,y/MeOH NaHCOs ez
Y 15k
32 e ]

Esguems 3.7

No Esquema 3.8 esta representada a rota sintética para a sintese do B-
amino-c-hidréxi-éster 33 que & um derivado da fenilnorstatina 13. O
composto (25, 35) 3-bromo-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila 24a obtido por
reducdo biocatalitica com Saccharomyces cerevisiae é convertido em 29,
posteriormente realiza-se a abertura regiosseletiva do 2,3-epoxi-éster,
obtendo-se 32. O composto 32 foi hidrolisado, gefando 33. Obtem-se 33 com
um rendimento global de 54 % e uma excelente enantiosseletividade (96% de

ee).
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0 (ls 181
= comt 2 (7 ] coEt_ b & | COEL
v | 70% )
« . 95 % K/ ?’3 0% L Br o,
909/@ c
¥
OH
H, .COsE o
AN CojEt e B[ \=E o d A
‘; I N G e B CO3Et
“~ N 059 > $5% w 2
\E/ . 29 .

ee = 96% O
33

Esquema 3.8. Reagentes e condigdes: a) Bry, CCL/CHCL;, T. amb., 1h; b} Saéckammyces
cerevisine imobilizado em alginato de calcio, pH 4.0, 30 °C, 24 h; ¢) KoCOs, EtOH, 12h; d)
BF;eE1;,0, CHAaCN, T. amb., 3 h, ¢) HCl(ag)/MeOH, NaHCO3(.y, 16 h.

3.3.3 Sintese de B-amino-a-hidroxi-ésteres

Utilizando a metodologia desenvolvida e otimizada para a sintese de B-

amine-o-hidroxi-ésteres (Esquema 3.8), estendeu-se esta metodologia para a

sintese de outras moléculas.

Primeiramente, foram sintetizados os a-ceto-ésteres 34-36.

0 ' 0
CO,Et CO,Et
a5 ,

36

34

O composto 34 foi obtido através da . esterificacdo do 4cido

fenilpiravico, disponivel comercialmente.
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Os compostes 35 e 36 foram sinietizados através de uma reacio de

Grignard do  2-bromo-2-metil-propano e do  1-bromo-pentano,
respectivamente, com ¢ oxalato de dietila. '

Os 3-bromo-2-oxo-ésteres foram sintetizados através da adig8o de uma
solugdo de Br,/CCl/CHCI; sendo todos obtidos quantitativamente.

Os compostos 37-39 foram bioreduzidos pelo método otimizado para 23

e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 . Bioredugfo de 3-bromo-2-oxoalcanoatos de etila mediada por

Saccharomyces cerevisiae.

Q OH OH
COBt —CTEVIaE o Co.Bt T CO,Bt
Br Br Br.

Composto R Rend. (%) | syn:anti ee (%o) s

syn : anti wn antt
37 CeHs 40 100:0 | >99 | - +42,0 | ---
38° i-CqHg 87 90: 10 >99 | >99 -15,7 -8,41
39* n-CsHg 93 7525 >99 | >99 | +723 4230

a) CondigOes reacionais: 5,0g de Saccharomyces cerevisiae imobilizado em esferas de
camadas de alginato de célcio, 400 mL de uma solucfo tampdo citrato pH 4,0 (0,5 mol/L)
630 mg de 38 (ou 39), 8,0 g de glicose iniciais ¢ 1,6 g de glicose a cada & horas. b)
Condigdes reacionais: 30,0g de Saccharomyces cerevisiae immobilizado em esferas de
camadas de alginato de célcio, 400 mL de uma solugfio tampéo citrato pH 4,0 _(0,5 mol/1)
630 mg de 37, 30,0 g de glicose ¢ 6,0 g de glicose a cada 6 horas.

Analisando a Tabela 3.1, verifica-se que todos os produtos foram

obtidos com excelente excessos enantioméricos (>99%) e boa

diastereosseletividade  (50-100%). O diastereoisomero syn sempre €

preponderante.
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Para redugfo de 37 o procedimento foi modificado, sendo uﬁiizado uma
quantidade de célula 6 vezes maior. Esta modificagio foi realizada para que a
reaglo fosse mais rapida porque 37 estava sendo destruido ou consumido pela
levedura, por 1sto aumentamos 2 guantidade de levedura para que a reagfo
ocorresse mais rapidadamente de modo evitar a perda de 37. O rendimento da
reagio ¢ baixo porem esta reducgdo apresentou excelente diastero- e
enantiosseletividade na formacg8o de 40. A configuracio relativa de 40 fo

determinada através de RMN de "H em comparacio com dados da literatura®’.

! Saccharomyees cerevisiae
CO,Et 2

40%

A configuracdo absoluta e relativa dos produtos da bioredugio de 38
foram determinadas do mesmo modo que para 24a e 24b. Sendo 4la o
diastereoisdbmero syn atribuimos 2 configuragio S para ¢ carbono 3. O mesmo
procedimento foi realizado com o composto 41b. Os compostos possuem a
seguinte configuragdo absoluta: (2§, 38)-3-bromo-2-hidroxi-hexanoato de

etila (41a) ¢ (28, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-hexanoato de etila (41b).

COEt 5. cerevisiae -

. COEt =

Br Br
38 41a

¥ Hamamoto, H.; Mamedov, V. A.; Kitamoto, M.; Hayashi, N.; Tsuboi, S. Tetrahedron Asym. 2000, 11,
4485,
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A configuragio absoluta e‘relativa dos produtos da bioreducdo de 39
também foram determinadas do mesmo modo que para 24a e 24b. Sendo 42a
o diastereoisOmero syn atribuimos a configuracio S para o carbono 3. O
mesmo procedimento foi realizade com o composto 42b. Os compostos
possuem a seguinte configuracfio absoluta: (28, 38)-3-bromo-2-hidroxi-5-
metilhexanoato de etila (42a) e (28, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-5-metilhexanoato
de etila (42b).

COE__S. cerevisize COE 4 /\/\l

Br . Br
38 4ia

Y -
gﬁ W“iﬂl

A partir de 40 foi obtido (2R, 35)-45 foi sintetizado , utilizando a
mesma rota do Esquema 3.8, com uma modificagdo durante a formacéoc da
oxazolina 44, onde utilizou-se a benzonitrila. O composto (2R, 35)-45 foi
obtido com 32% de rendimento e com excelente excesso enantiomeérico

(>99%). A configuragtes rela_tiva e absoluta foram determinada em

comparagio com dados da literatura®.

% patel RN Banerjee, A.; Howell, J. M.; McNames, C. G.; Brozozowski, D.; Mirtakhras, D.; Nanduri, V.;
Thottathill, J. K.; Szarka, L. J. Tetrahedron Asym. 1993, 4, 2068,
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@vxl 0
COEL i COEt __ b
34 98 % 5. 40%
39 _

86% l e

= GH
- Hi, OO
- o
N ?h@ﬁ
COR e N o R A
HN Ph 98% Y 98% P C0,Et
43
ee > 98% o 45 a“ . ‘

Lsquema 3.9 Reagentes e condigBes: a) Bry, CCL/CHCL, t, 1 h; b) Saccharomyces
cerevisiae imobilizado em alginato de céleio, pH 4.0, 30 °C, 24 h; ¢) KoCQs, EtOH, Sh; d}
BF;#E0O, CH;CN, T. amb., 4 b, e) HCl{agyYMeOH, NaHCOsan, 16 b,

A configuracBes relativa e absoluta de 45 foram determinadas por
comparagdo com dados da literatura®. Analisando a Tabela 3.11

comprovamos a configuracdo relativa de 45 como sendo syn.

OH

32 COsE
HN\{( Ph
o 45
Tabela 3.11. Dados de RMN de "H de 45, 46.
S (ppm) H-2 ' J25 (Hz)
45 4,62 (dd) 2.0
45> 4,62 (dd) 2,0
46> 460 (brs) | e
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Analisando a Tabela 3.12. atribuimos a configuragdo absoluta como
sendo (2R, 35)-45.

Hit Ph

Tabela 3.4. Dados de rotacéo ética.

Composto (@
45 -24,3
45" 21,7
48% +22,1

A sintese do B-amino-o-hidréxi-éster 50, também foi realizada com esta

apresentado no Esquema 3.10. O B-a.minoﬂ-hidréxi«éster 50 foi obtido com

50% de rendimento ¢ excelente ee (>99%).
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OH

O O
Y\/M\C%Et e YYLLCC@E{ L CO,EL
98 % 74%
35 ¢ Br B 41a
38
93% | c
\
OH
B " &\\‘\CGEEI )
g a\ 0
CO,8t e o \
2 BN ) COuE
BN 959 G8% 2 i
T .
ee>%% 50 © 49

Esguema 3.10. Reagentes e condigdes: a) Bry, CCL/CHCly, T. amb., 1h; b) Saccharomyces
cerevisiae imobilizado em alginato de célcio, pH 4.0 (0,5 moVL), 30 °C, 24 h; cj K;CO;,
EtOH, 3h; d) BF;eE6O, CH3CN, T. amb., 3 h, &) HCl(aq)/MeOH, NaHCOs, 16 b
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3.4 Conclusdes

Foram realizadas as sinteses de 3 B-amino-o-hidréxi-ésteres através de
um novo protocolo de sintese, onde todos os B-amino-a-hidréxi-ésteres foram

obtidos com bons rendimentos (32-50%) e excelentes ee {96-100 %). Nesta

rota sintética duas etapas foram cruciais:

1) A reduglo enantiosseletiva de 3-bromo-2-oxo-esteres, onde fol proposta
uma nova metedologia para a bioredugio de 3-bromo-2-oxo-ésteres bastante

eficiente.

2) A abertura regiosseletiva de 2,3 epdxi-ésteres formando 2-oxazolinas e

azido alcoois.

O protocolo proposto foi eficiente para a sinteése de B-amino-a-hidroxi-
gsteres a partir de o-ceto-ésteres e como intermediarios desta rota sintética

destacam-se 0s 2,3-epoxi-ésteres e as 2-oxazolinas que sfo heterociclos de

grande interesse sintético.
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4 Consideracdes finais

De uma forma geral, os objetivos propostos neste trabalho foram
cumpridos.

Desenvolvemos um bioreator utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em fios de duas camadas de alginato de célcio. Este fol
o primeiro trabalho utilizando este tipo de imobilizagdo em reacles de
biocatélise. Anteriormente esta técnica era utilizada apenas na produgéo de
vinho. A principal vantagem deste método de imobilizag@o € a estabilidade do
biocatalisador no reator durante o processo de fluxo continuo, onde nfo foi
observado o lixiviamento de células para o meio de cultura. A produtividade
obtida em nosso processo € superior ao trabaltho descrito anteriormente'®, por
outros autores, utilizando-se uma quantidade seis vezes menor de massa
celular, obtendo-se um elevado rendimento quimico (82%) ¢ excessos
enantioméricos (92%).

Utilizamos a técnica MIMs para realizar o monitoramento de reagdes de
bioredugio catalisada pela levedura encapsulada em alginato de calcio. O
monitoramento em tempo real destas reagdes, visou fornecer informacoes
adicionais que ndo foram até entSio, obtidas por técnicas convencionais
utilizadas para acompanhar este tipo de reagdo. Embora nio seja possivel
observar a conversio dos substratos em produtos, € a0 mesmo tempo obter
informages importantes sobre ¢ excesso enantiomérico dos produtos
formados utilizando-se somente a técnica MIMS, os resultados obtidos podem
nos fornecer informagBes sobre o andamento das reagdes dentro de um
processo que necessita apenas saber se houve conversic e o grau de

conversio. O mais importante, € lembrar que nic € necessario nenhum passo
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de extracdo do efluente do reator como em técnicas de GC-MS, tornando o
processo mais dindmico na obtencdo de informagdes do processo como um
todo.

Foi realizada a sintese de 3 B-amino-o-hidréxi-ésteres através de um
novo protocolo de sintese, onde todos os B-amino-c-hidréxi-ésteres sio
obtidos com bons rendimentos (32-50%) e excelentes ee (>96%). Durante a
rota sintética, foi realizada a avaliagéo de diferentes leveduras e bacterias para
a redugdo de 3-bromo-2-oxo-esteres, o que permitiu selecionar ©
Saccharomyces cerevisiae como o melhor biocatalisador. Propusemos, entfo
uma nova metodologia para a reducBio enantiosseletiva de 3-bromo-2-0xo-
esteres, na qual foi proposto a modificagBo da enantio- ¢ diastereosseletivdade
da reducfo atraves transferéncia de massa para o biocatalisador.
Posteriormente realizou-se a  abertura regioseletiva de 2,3 epoxi-ésteres
levando a 2-oxazolinas e azido &lcoois. |

O protocolo proposto para a sintese de -amino-o-hidroxi-ésteres a
partir de c-ceto-esteres € eficiente, além de gerar intermediérios sintéticos
quirais como 2,3-epOxi-esteres e 2-oxazolinas que sfo heterociclos de

interesse sintético.
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Parte Experimenial

5 Parte experimental
5.1 Consideracdes gerais

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e "°C foram registrados no espectrémetro
Varian® Gemini 300 (300,067 ¢ 75,017 MHz, respectivamente) e Inﬁvé 500
(499,883 ¢ 124,971 MHz, respectivamente). Os deslocamentos quimicos (3) de
hidrogénio foram registrados em ppm utilizando como referéncia intema
tetrametilsilano (TMS, 0 = 0,00). Os deslocamentos quimicos de carbono
foram registrados em ppm, sendo & = 0,00 (TMS) e 6 = 77,0 (CDCl,).

Para a analise dos espectros de RMN-de 'H as constantes de
acoplamento (J), foram medidas em Hertz (Hz) e os siais foram
caracterizados como dubleto(d), duplo dubleto (dd), tripleto (%), duplo tripleto
(dt), quateto (q), duplo quarteto {dg) e multipleto {m). Em todos os casos a
primeira sigla estd associada a multiplicidade de maior constante de

acoplamento.

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas -

CG/EM.

As analises por CG/EM foram realizads em cromatografo gasoso

acoplado a um detector seletivo de massas SHIMATZU CGMS - QP500 e um
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HP-5973, cuja a fonte de impacto opera com energia de ionizagdo a 70 eV. No
SHIMATZU CGMS - QP500 foi utilizado uma coluna capilar de silica
fundida DB-1 e no HP-5973 uma coluna HP-5. O injetor utilizado fo1 do tipo
Split ¢ o gés de arraste utilizado fol Hélio de alta pureza. A programacao
utilizada foi: temperatura inicial 80 0C, velocidade de aquecimento 20 °C por
minuto, temperatura final 280 °C, temperatura do injetor 230 C e temperatura
do detector 280 °C. As injecdes das amostras foram de 1,0 puL na é@ncetragéo
de 5 - 10 mg.

Os ee foram determinados por andlise por cromatografia gasosa
utilizando uma coluna com fase estacionaria: heptakis-(2,6-methyl-pentyl)-5-
cyclodextrine) com 25 m x 0.25 mm x 0.25um. A programag@o utilizada foi:
temperatura inicial 100 °C, velocidade de aquecimento 3 °C por minuto,
temperatura final 280 °C, temperatura do injetor 200 °C e temperamra do
detector 240 °C. As injecBes das amostras foram de.1,0 uL na concetragio de
1-3mg/mL.

Espectrometria no infravermelho (IV)

Os espectros de absorcdo na regifio do infravermelho foram registrados

em um espectrometro BOMEM MB-Series em filmes sobre cela NaCl.

Espectrometria de Massas por Introducéio vig Membrana.

Os experimentos utilizando a sonda de MIMS foram realizados em um

espectrémetro de massas Extrel (Pittsburg, PA) adaptado com um quadrupolo
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de %” de alta transmissdo, utilizando EI com energia de ionizaco de 70 eV.
As aliguotas do efluente contendo os analitos foram bombeadas-através da
sonda de membrana de silicone [Silastic 500-3, 0,010” de espessura, Dow

Corning Co.].

Rotacdo @ptica ~ ia}Dw

Os valores de rotagdo dptica foram determinados em um polarimetro
LEP A-2 Carl Zeiss e em Mol-341 — PerkinElmer com ldmpada de soédio (A
589 nm, precisdo de 0,005°).

Métodos cromatograficos

As cromatografias em coluna foram realizadas com silica gel 230 - 400
mesh da marca Merck. O difmetro ¢ a altura das colunas variaram de acordo
com a quantidade de material de partida. A proporgdo de silica utilizada foi de
aproximadamente 30 vezes o peso da amostra a ser purificada. As eluigdes dos
compostos foram obtidas empregando-se solventes orginicos em fase
isocratica ou em ordem crescente de polaridade. |

Todas as purificacdes realizadas em coluna foram acompanhadas em
placa de CCD da marca Merck sobre suporte de aluminio com filme de silica
gel 60 Fass. -
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Microrganismos
A levedura Saccharomyces cerevisiae foi utilizada na forma liofilizada,
marca EMULZINT®. Todos os demais microrganismos utilizados foram
adquiridos na Fundag8o Tropical André Tosello.

Meios de cultura

YM (Yeast medium)
Composico para 1,0 L.

Glicose 20¢g
Extrato de levedura 03¢
Extrato de malte - 03g
Peptona bacteriologica 05¢g

q.s.p. 1,0 L de agua destilada.

BL (Bactéria Lactica)

Composicdo para 1,0 L.:

Glicose 20¢g
Extrato de carne 50¢g
Peptona bacteriologica - 50¢g |

K,HPO4 20¢g

g.s.p. 1,0 L de 4gua destilada.
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Esterilizacio

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave Quimis a 120°C e

1.0 Kgffcmz, por 15 nuinutos.

Agitacdo Orbital

Os experimentos com microrganismos foram realizados em agitag8o

orbital em Incubadora Shaker MA 420, da marca Marconi, a 30 rpm e 30°C.

Outros

As reagBes em atmosfera inerte foram realizadas sob atmosfera de Ar
em vidraria pré-seca em estufa e/ou soprador térmico. As temperaturas sdo
reportadas como temperatura de banhos. DMF foi secada por destilagdo a
pressio reduzida apds permanecer sobre BaO e posteriormente estocada em
peneira molecular do tipo 4A. MeOH foi seco por destilagio ‘sobre Mg
metalico e iodo. CH,Cl, foi seco por destilacdo sobre CaH,. THF foi seco por
tratamento prévio em alumina basica e KOH, seguido de destilagdo sobre Na°.
As fases orgénicas proveniente da extracio das fases aquosas foram secas

sobre MgSQ, e evaporadas a vacuo em rotaevaporador a 35-40°C.
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5.2 Bioreducio em reator de fluxo continuo

5.2.1 Imobilizacfio da levedura Saccharomyces cerevisine em fios

de duas camadas

Para a imobilizacfo, utilizou-se para camada interna 60,0 mL de uma
solugfio 2,5 % de alginato de sbdio (1,5 g de alginato de sodio e 60,0 mL de
dgua destilada) e 5.0 g de Saccharomyces cerevisiage em 15 ml de dgua
destilada. Para a camada externa 25 ml de uma solugdo 2.0 % de alginato de
s6dio (4.4 g de alginato e 225 mL de agua destilada). Utilizou-se um extrusor
de duas camadas para a confeccio dos fios. Onde a solugfio para a camada
interna foi bombeada com fluxo de 1,9 mli/min ¢ a camada extemna 3,8
mL/min. Os fios foram extrusados em uma solugdo de cloreto de célcio 2,0%.

Apbs a sua confecgdo os fios permaneceram na séiug:éo de CaCiglpor 12,0

horas.

5.2.2 Reducdo do benzoilformiato de etila 1 em reator de fluxo

continuoe.

O reator utilizado possui um volume interno de 195 mL, um volume util
de 81,0 mL. Como este reator foi utilizado em fluxo continuo por vérios dias o
meio de cultura que foi bombeado para o reator foi constituido de 0,3 g/L de
uréia, 0,02 g/L de MgSQ,, 1,5 g/L de CaCly e 20,0 mL/L de etanol.

O efluente obtido do reator foi extraido com acetato de etila. As fases

orgAnicas foram combinadas, secas (MgSO,) e evaporadas sob pressdo
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reduzida. A reagdo foi purificada em coluna de silica gel (hexano:acetato de

etila, 8:2). O produto foi obtido com §82% de rendimento e 92% de ee.

bleo incolor. MM = 180,20 (CioH1205). [a]% = -64,0 (¢ 2,1 CHCL). IV
(filme) Ve (cm’') : 3464, 3065, 2984, 2938, 1726, 1604, 1496, 1454, 1369,
1068, 1022 EM m/z (%) : 169 (100), 107 (3), 51 (4), 135 (5), 272 {6), 63 (15),
155 (10), 196 (28), 118 (45), 90 (53), 171 (98). RMN "H (300,1 MHz,CDCl)
§: 1,22 (3Ht, T = 7,3 Hz, H-10), 4,22 (2H, m, H-9), 5,15 (1H,5,H-2), 7,36
(5H, m, H-4 a H-8).

5.3 Monitoramento “on-line” de bioreducdes utilizando

Espectrometria de Massas por Introducio via Membrana.

Nestes experimentos 0,3 mmol dos substratos foram dissolvidos em
400 mL de 4gua contendo 5 % de etanol para completa dissolugdo do
substrato em agua. A levedura foi imobilizada em esferas de alginato de calcio
(7,5g de Saccharomyces cerevisiae liofilizado em 150,0 mL de uma solugéo
2,0 % de alginato de sédio. As solugdes contendo cada substrato foram
mantidas sob agitacfio constante quando bombeadas para o bioreator (20,0 cm
de comprimento e de 7,0 cm de largura) contendo a levedura encapsulada em
alginato de célcio. O efluente do reator foi diluido através de um sistemaem T

e entfio introduzidas na sonda. Apos os 400 ml de cada substrato terem sido

95



Parte Experimental

bombeados através do reator contendo a levedura (ap6s aproximadamente 6
horas), outros 400 mlL contendo apenas dgua e aglcar foram bombeados
através do reator para retirar o restante do produto de biotransformaggo

contido em seu interior (por aproximadamente 5 horas).

5.4 Sintese do 3-brome-2-oxo-fenilbutanoato de etila 23

A uma solucfo de 2-oxo-4-fenilbutirato de etila 21 (5,0 g em 24,2
mmeol} em 7,0 ml de cloroférmio foi adicionado lentamente uma solucio de
bromo em tetracloreto de carbono (1,06 mol/L) até que esta se tornasse
alaranjada. A reacdo foi acompanhada por CCD e apés 3 horas de reaco foi
adicionada algumas gotas de tiossulafato de sddio, para neutralizar o excesso
de bromo. A reacdio foi extraida com acetato de etila ¢ a fase orginica foi
evaporada sob pressdio reduzida. A reagdo foi purificada em coluna de silica
gel (hexano:acetato de etila, 8:2). Obteve-se um rendimento isolado de 97 %.
O produto foi analisado por espectrometria no infravermelho, espectrometria

de massas e espectrometria de RMN de 'He C. -

Oleo amarelo. MM 285,13 (CpH3BrOs) IV (filme) v (cm’l) : 3029, 2984,
2944, 1728, 1604, 1497, 1454, 1303, 1068. EM m/z (%) : 131 (100), 213 (4),
205 (43), 183 (26), 104 (66), 91 (25), 77 (23), 51 (8). RMN "H (300.1
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MHz,CDCl3) 8 : 1,35 (3H,t, ] = 7,0 Hz, H-12), 3,24 (1H, dd, J= 14,5 ¢ 7,5 Hz,
H-4), 3,52 (1H, dd, 14,5 e 7,5 Hz, H-4), 4,32 (2H, q, T = 7,0 Hz, H-11), 5,28
(1H,t, J = 7.3, H-3) 7,28 (5H, m, H-6 2 H-10). RMIN “C (75,5 MHz, CDCL)
§ : 13,9 (CH;, C-12), 39,1 (CH,, C-4), 47,5 (CH,, C-3), 63,0 (CH,, C-11),
127,0 (CH, C-8), 128,4 (2CH, C-7 e C-9), 1293 (2CH, C-6 ¢ C-10), 136,1
(Co, C-3), 157,7 (Cg, C-2), 184,8 (Co, C-1).

5.5 Reducfio Biocatalitica de 3-bromo-2-oxo-fenilbutanoate de
etila 23

5.5.1 Procedimento geral para as bioredugdes de 23 por

diferentes microorganismos.

As leveduras foram pré ativadas em meio Ym (50,0ml) em um
erlenmeyer de 100,0 mL por 24 horas a 30°C, com excecio da levedura
Saccharomyces cerevisiae que foi utilizada em sua forma liofilizada
disponivel comercialmente. As células foram entfo transferidas para um
erlenmeyer de 2,0 L contendo 1,0 L de meio Ym e agitadas em incubadora a
110 rpm, 30°C por 48 horas. As células foram centrifugadas por 30 minutos a
3000 rpm ¢ transferidas para erlenmeyers de 250 mL. As bactérias foram pré
ativada em meio BL (50,0mL) em um erlemeyer de 100,0 mL por 24 horas a
30°C. As células foram entfo transferidas para um erlenmeyer de 2,0 L
contendo 1,0 L de meio BL ¢ agitadas em incubadora a 110 rpm, 30°C por 48
horas. As células foram centrifugadas por 30 minutos a 3000 rpm transferidas

para erlenmeyers de 250 mL.
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4,0 g de massa celular foram adicionado a 100mL de solucdo tampéo
citrato pH 4,0 erlenmeyer de 250 mL e mantida em incubadora de agitagéo
orbital 4 30 °C e a 30 rpm. Ap6s 30 minutos adicionou-se 140,0 mg (0,5
mmol) de 23 . A reagfo fol acompanhada por CCD e CG/EM e apés 24 horas
exiraiu-se a reaclo com acetato de etila e a fase orgénica foi seca com MgSO,,
filtrada e concentrada a vacuo. Os produtos foram purificados em coluna de

silica gel (hexano/acetato de etila 20%).

(25,35)-3-bromo-2-hidroxi-fenilbutirato de etila 24a

Oleo incolor. MM = 287,15 (C;oH,sBrO,). [’ = -16,8 (¢ 2,1, CHCL). IV
(filme) Vi (cmm™") 1 3503, 3066, 3027, 2983, 2929, 1732, 1596, 1499, 1455,
1367, 1256, 1110, 1017, 740, 701. EM m/z (%) : 91 (100), 206 (2), 189 (15),
177 (1), 161 (5), 143 (15), 133 (51), 115 (66), 77 (15), 55 (20), 51 (15). RMN
"H (300,1 MHz,CDCL) & : 1,29 (3H, t, I = 7,1 Hz, H-12), 3,32 (2H, m, H-4),
4,14 (1H,m, H-3), 4,26 (2H, m, H-11), 4,50 (1H, td, ] =1,8 ¢ 7,3 Hz, H-2),
7,26 (5H, m, H-6 a H-10). RMN “C (75,5 MHz, CDC1;) § : 14,8 (CHs, C-12),
42,4 (CH,, C-4), 56,9 (CH, C-3), 62,9 (CH,, C-11), 71,5 (CH, C-2), 127,6
(CH, C-8), 129,1 (2CH, C-7 e C-9), 129,7 (2CH, C-6 e C-10), 138,0 (C,, C-5),
172,2 (C,, C-1).
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(18, 3R)-3-brome-2-hidroxi-fenilbutancato de etila 240

Oleo incolor. MM = 287,15 (CpoH,sBrOs). [af®s = -18.8 (¢ 2,1 CHCly). IV
(filme) vmax (e} = 3503, 3066, 3027, 2983, 2929, 1732, 1596, 1499, 1455,
1367, 1256, 1110, 1017, 740, 701. EM m/z (%) : 91 (100), 206 (2), 189 (15),
177 (1), 161 (5), 143 (15), 133 (51), 115 (66), 77 (15), 55 (20), 51 (15). RMN
'H (300,1 MHz,CDCL) 8 : 1,35 (3H,t, J = 7,0 Hz, H-12), 3,30 (2H, m, H-4),
424 (2H,q, T = 7,0 Hz, H-11), 4,40 (1H, m, H-3), 446 (1H, td, I =2,6 ¢ 7,0
Hz, H-2), 7,26 (5H, m, H-6 a H-10). RMN “C (75,5 MHz, CDCl;) § : 14,8
(CHs, C-12), 41,2 (CH,, C-4), 56,8 (CH, C-3), 62,9 (CH,, C-11), 73,8
(CHOH, C-2), 127,5 (CH, C-8), 128,9 (2CH, C-7 e C-9), 129,7 (2CH, C-6 ¢
C-10), 137,9 (Cy, C-5), 171,3 (Co, C-1).

5.5.2 Reduciio biocatalitica de 25 com Saccharomyces cerevisiae

imobilizado em alginato de calcio

5.5.2.1 Imobilizacio de Saccharomyces cerevisiae em alginato de

calcio

A uma suspencdo de 2.0 g de Saccharomyces cerevisiae liofilizado em
28,8 mL de dgua destilada e adicionou-se 28,8 mL de uma solugdo 2% de

alginato de sodio (0,56 g). A mistrura acima foi extrudada, em uma solugZo de
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CaCl, 0,2 mol/L. As esferas formadas foram deixadas na solugéo gelificante

por 20 minutos. Filtrou-se e lavou-se as particulas com agua destilada estéril.

5.5.2.2 Reducio de 23 com Saccharomyces cerevisiae imobilizado

em alginato de calcio com adicfo de glicose em pH 4,0

1,0 g de Saccharomyces cerevisiae imobilizado em alginato de cdlcio
foi adicionado a 100mL de soluc8o tampéo fosfato pH 4,0 e 2,0 g de glicose
em um erlenmever de 250 mL e mantida em incubadora de agitacfio orbital 2
30 °C e a 30 rpm. Apds 2,0 horas o pH da reagio foi medido e gjustado com
uma solucio de NH,OH 10 %, entdo, adicionou-se140,0 mg (0,5 mmol) de 23,
lentamente durante 10h. A cada 6 h foi adicionado 4 reagfio 0,4 g de glicose. A
reacio foi acompanhada por CCD e CG/EM e apds 24 horas extraiu-se a
reacdo com acetato de etila e a fase orgénica foi seca com MgSO,, filtrada e

concentrada a vacuo.

5.5.3 Reduciio biocatalitica de 23 com Saccharomyces cerevisiae

imobilizado em k-Carragena

5.5.3.1 Imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae em x-

Carragena

0,8 g de x-carragena foi adicionada em 20,0 mL de agua estilada e

aquecida a 85 °C e depois resfriada a 40 °C. Uma suspenciio de 2,0 g de
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Saccharomyces cerevisiae liofilizado em 12,0 mL de 4gua destilada 40 °C foi
adicionada a soluggo de k-carragena e mantida a 40 °C. A mistrura acima foi
extrudada em uma solugfio de KCl 0,3 mol/l.. As esferas formadas foram

deixadas na soluglc gelificante por 20 minutos. Filtrou-se e lavou-se as

particulas com agua estéril.

5.5.3.2 Reducéo de 23 com Sacckaromycés cerevisiae imobilizado

em k-Carragena com adicfio de glicose em pH 4,0

1,0 g de Saccharomyces cerevisige imobilizado em x-Carragena foi
adicionado a 100mL de solugfio tampéo fosfato pH 4,0 ¢ 2,0 g de glicose em
um erlenmeyer de 250 mL e mantivemos em incubadora de agitacdo orbital a
30 °C e a 30 rpm. Ap6s 2,0 horas o pH da reacio foi medido e ajustado com
uma solucdo de NH,OH 10 %, eﬁtﬁo, adicionou-se 140,0 mg (0,5 mmol) de
23, lentamente durante 10h. A cada 6 h foia dicionado a reagdo 0,4 g de
glicose. A reagfo foi acompanhada por CCD e ap0s 24 horas extraju-se a
reacdo com acetato de etila e a fase orgénica foi seca com MgSQO,, filtrada e

concentrada a vacuo.
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3.5.4 Reducfio biocatalitica de 23 com Saccharomyces cerevisiae

imobilizado em Lenticats®

5.5.4.1 Imobilizacdo de Saccharomyces cerevisine em Lenticats®

O suporte Lenticats® foi adquirido comercialmente. A uma suspengio
de 2,0 g de Saccharomyces cerevisine liofilizado em 12,0 mL de agua
destilada 40 °C foi adicionada a solucio Lenticats® e foi mantida a 40 °C. A
mistrura acima foi extrudada em um placas de petri formando particulas em
forma de lentilhas. As lentilhas formadas foram deixadas na solugio

estabilizante por 2,0 horas, filtrou-se e lavou-se as particulas com dgua estéril.

5.5.4.2 Reducio de 23 com Saccharomyces cerevisiae imobilizado

M ®
em Lenticats

1,0 g de Saccharomyces cerevisiae imobilizado em Lenticais® foi
adicionado a 100ml. de solugio tampio fosfato pﬁ 4,0 e 2,0 g de glicose em
um erlenmeyer de 250 mL e mantida em incubadora de agitacdo orbital a 30
°C 230 rpm. Apés 2,0 horas o pH da reaco foi medido e ajustado com uma
solugio de NH4OH 10 %, entfo, adicionou-se 140,0 mg (0,5 mmol) de 23,
lentamente durante 10h. A cada 6 h foia dicionado & reacdo 0,4 g de glicose. A
reacdo foi acompanhada por CCD e apds 24 horas extraiu-se a reagio com
acetato de etila e a fase orgénica foi seca com MgSQ,, filtrada e coﬁcentrada. a

Vacuo.
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5.5.5 Reducio de 23 com Saccharomyces cerevisige imobilizado

esferas de 2 camadas de alginato de calcio

5.5.5.1 Imeobilizaciio de Saccharomyces cerevisiae imobilizado

esferas de 2 camadas de alginato de calcio

A uma suspencio de 2,0 g de Saccharomyces cerevisige liofilizado em
28,8 mL de 4gua destilada e adicionou-se 28,8 mL de uma solugfio 2% de
alginato de sodio (0,56 g). A mistura acima foi extrudada em uma solugéo de
CaCl, 0,2 mol/L. As esferas formadas foram deixadas na solug@o gelificante
por 20 minutos. Filtrou-se € lavou-se as particulas com uma pequena
quantidade de 4dgua destilada estéril. As esferas foram adicionadas novamente
em uma solugio de alginato de sodio 2% e mantidas sob agitagdo por 20
minutos. As esferas foram filtradas em umé peneira e lavadas para retirar o
excesso de alginato e foram novamente adicionadas em uma nova solugio de
CaCl, 0,2 mol/L. As esferas formadas foram deixadas na solugfo gelificante

por 2,0 horas. Filtrou-se e lavou-se as particulas com de agua destilada estéril.

5.5.5.2 Reducio de 23 com Saccharomyces cerevisiae imobilizado
em esferas de duas camadas de alginato de calcio com adig¢fo de

glicose em pH 4,0

Para as reagdes de bioreducfio com a levedura imobilizada em esferas de
duas camadas de alginato foi uflizado um reator encamisado tipo tanque
agitado de 420,0 mL de volume total. Foram aicionados ao reator 5,0 g de

Saccharomyces cerevisiae imobilizade em alginato de calcio, 300mL de
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solucio tampéo fosfato pH 4,0 e 8,0 g. Apés 2,0 horas o pH da reagéio foi
medido e ajustado com uma solucdio de NH,OH 10 %, entdo, adicionou-se
630,0 mg de 23, lentamente durante 10h. A cada 6 h foi adicionado a reago
1,6 g de glicose. A reacfio foi acompanhada por CCD e CG/EM e apods 24
horas extraiu-se a reaclio com acetato de etila e a fase orgénica foi seca com

MgS8Q,, filirada e concentrada a vacuo.

5.6 Determinacdc da configuragio absoluta de 3-bromo-2-

hidréxi-fenilbutanoato de etila 24a

A uma solugfio de 182,0 mg (0,7 mmol) de 24a em 3,0 mL de etanol
anidro foram adicionados 57,0 mg (0,7 mmol) de acetato de sodio ¢ (16;0 mg)
de Pd/C 5% sob atmosfera de argdnio. A mistura foi mantida sob agita¢o a
temperatura ambiente, sendo entdio purgada e adicionado uma bexiga contendo
hidrogénio. A reagio foi mantida em agitagéo por 2,0 horas, Entéid, a mistura
foi filtrada em celite e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL), a fase
orgénica foi lavada com salmoura, seca com MgSO4 e concetradado sob
pressio reduzida gerando um Olec amarelé que foi purificado em coluna de
silica gel (Hexano/acetato de etila 15%) fornecendo 138 mg de 26 (95%).
Anélise de rotacdo Otica foi realizada para determinagio da configurac@o

absoluta e comparada com a literatura’ ",

"' Dao, D. H.; Homes, S.; Okamnra, M.; Akasaka, T.; Kawai, ¥.; Hida, K.; Ohno, A Bull. Chem. Soc. Jpn.,
1998, 71,425
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(R)-2-hidroxi-4-fenilbutanoato de etila 26

Oleo amarelado. MM = 208,25 (C1oH;03). [0d*'s = -32,5 (¢ 2,0, CHCL).IV
(filme) vamax (cm’) : 3450, 3066, 3027, 2983, 2929, 1732, 1591, 1499, 1450,
1367, 1256, 1110. RMN 'H (300,1 MHz,CDCl3) & : 1,28 (3H,t, J = 7,0 Hz, H-
12), 1,90-2,18 (2H, m, H-4), 2,77 (2H, m, H-3), 4,20 (2H,q, J = 7,0 Hz, H-11),
7,26 (5H, m, H-6 a H-10). RMN C (75,5 MHz, CDCl3) § : 14,2 (CHa, C-12),
31,5 (CH,, C-4), 36,4 (CH,, C-3), 62,2 (CH,, C-11), 70,1 (CH, C-2), 128,0
(CH, C-8), 129,0 (2CH, C-7 & C-9), 129,0 (2CH, C-6 e C-10), 141,6 (C,, C-3),
175,7 (Co, C-1).

5.7 Determinacio da configuracio absoluta de 3-bromo-2-

hidréxi-fenilbutanoato de etila 24b

A uma solugfio de 182,0 mg (0,7 mmol) de 24b em 3,0 mL de etanol
anidro foram adicionados 57,0 mg (0,7 mmol) de acetato de sédio e (16,0 mg)
de Pd/C 5% sob atmosfera de argdnio. A mistura foi mantida sob agitac8o a
temperatura ambiente, sendo entdio purgado e adiionado uma bexiga contendo
hidrogénio. A reagio foi mantido em agitagio por 2,0 horas. Entdo, a mistura
foi filtrada em celite e extraida éom acetato de etila (3 x 50,0 mL), a fase
orgdnica foi lavada com salmoura, seca com MgSO, ¢ concetradado sob

pressio reduzida gerando um 6leo amarelo que foi purificado em coluna de
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silica gel (Hexano/acetato de etila 15%) fornecendo 138 mg de 26 (95%,).
Analise de rotac8o otica foi realizada para determinacdo da configuracio

absoluta e comprada com a literatura’ .

{(R)-2-hidroxi-4-fenilbutanoato de etila 26

Oleo amarelado. MM = 208,25 (C12Hi¢03). [a]®p = -27,8 (¢ 1,8, CHCL,). IV
(filme) Ve (cm™) @ 3450, 3066, 3027, 2983, 2929, 1732, 1591, 1499, 1450,
1367, 1256, 1110. RMN 'H (300,1 MHz,CDCL) 8 : 1,28 (3H,t, J=7,0 Hz, H-
12), 1,90-2,18 (2H, m, H-4), 2,77 (2H, m, H-3), 4,20 (2H,q, J = 7,0 Hz, H-11),
7,26 (5H, m, H-6 a H-10). RMN C (75,5 MHz, CDCL) & : 14,2 (CH,, C-12),
31,5 (CH,, C-4), 36,4 (CH,, C-3), 62,2 (CH,, C-11), 70,1 (CH, C-2), 128,0
(CH, C-8), 129,0 (2CH, C-7 e C-9), 129,0 (2CH, C-6 e C-10), 141,6 (Cq, C-5),
175,7 (Cy, C-1).

5.8 Sintese de 3-cloro-2-oxo-fenilbutancato de etila 27

Em um balfio de duas bocas sob atmosfera de argénio foram
adicionados (0,32g, 2,39 mmol) de CuCl,, (0,05, 1,17 mmol) de LiCl ¢ 5,0 mL
de DMF, previamente tratado e seco. A mistura reacional foi adicionado (0,20

g, 0,97 mmol) de 21. A temperatura foi mantida a 100°C por 1,0 h. A reacgéio
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foi diluida com gelo, seguida de uma quantidade’ suficiente de DMF para
redissolver o precipitado de CuCl. A reacdio foi extraida com acetato de etila
(3% 25,0 mL) e lavada com agua (3x 25,0 mL), seca e evaporada & vacuo. O

composto 27 foi obtido com 77% de rendimento (0,18 g).

Oleo amarelo. MM = 240,70 (CpHisClOs). IV (filme) vy (cm™) 1, 3060,
3027, 2978, 2929, 1727, 1596, 1499, 1455, 1367, 1250, 1110. EM m/z (%) :
131 (100), 240 (1), 205 (44), 177 (1), 167 (5), 139 (63), 103 (95), 77 (32), 65
(5), 51 (10). RMN 'H (300,1 MHz,CDCl3) § : 1,36 (3H,t, I = 7,1 Hz, H-12),
3,15 (1H, dd, T =14,3 ¢ 7,4 Hz, H-4), 344 (1H, dd, ] =14,3 ¢ 7,6 Hz, H-4),
434 (2H, q, T = 7,1 Hz, H-11), 5,16 (1H, dd, ] =8,1 ¢ 7,6 Hz, H-3), 7,26 (5H,
m, H-6 a H-10). RMN C (75,5 MHz, CDCl,) & : 14,0 (CH,, C-12), 38,7
(CH,, C-4), 58,5 (CH, C-3), 63,1 (CH,, C-11), 128,4 (CH, C-8), 129,3 (2CH,
C-7 e C-9), 129,7 (2CH, C-6 € C-10), 135,4 (C,, C-5), 160,0 (Cq, C-2), 186,2
(Co, C-1).

5.9 Bioreducio de 3-cloro-2-oxo-fenilbutanoatoto de etila 27

O procedimento é semelhante ao do item 5.5.2.1. Para as reac¢fes de
bioredugo com a levedura imobilizada em esferas de duas camadas de

alginato foi utlizado um reator emcamisado tipo tanque agitado de 420,0 mL
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de volume total. Foram adicionados ao reator 5,0 g de Saccharomyce&
cerevisiae imobilizado em alginato de calcio, 300mL de solugdo tampio
fosfato pH 4,0 e 8,0 g de glicose Apos 2,0 horas o pH da reacfo foil medido e
ajustado com uma soluggo de NH,OH 10 %, entéé, adicionou-se 630,0 mg de
27, lentamente durante 10h. A cada 6 h foi adicionado 4 reagfo 1,6 g de
glicose. A reacfio foi acompanhada por CCD e CG/EM e apds 24 horas
extraiu-se a reacio com acetato de etila e a fase orgénica foi seca com MgSQO,,

filtrada e concentrada a vacuo.

(25,35} 3-cloro-2-hidroéxi-fenilbutirato de etila 25a .

Oleo amarelo. MM = 242,70 (C;,H;5sCIOs). [a)**p = -35,05 (¢ 1,6 CHCL).IV
(filme) Vi, (cn) : 3469, 3031, 3027, 2917, 2846, 1732, 1603, 1499, 1455,
1367, 1256, 1112, 1021. EM m/z (%) : 133 (100), 206 (8), 188 (6), 177 (6),
151 (5), 115 (15), 103 (10), 91 (66), 76 (13), 55 (10), 51 (9). RMN "H (300,1
MHz,CDCly) 6 : 1,28 (3H,t, T = 7,0 Hz, H-12), 3,32 (2H, m, H-4), 4,14 (1H,m,
H-3), 4,25 (2H, q, J = 7,1 Hz, H-11), 4,44 (1H, 2dd, T =7,4 ¢ 7,3 Hz, H-2),
7,31 (5H, m, H-6 a H-10). RMN “C (75,5 MHz, CDCl;) § : 14,3 (CH,, C-12),
41,0 (CH,, C-4), 62,4 (CH, C-3), 63,4 (CH,, C-11), 71,2 (CH, C-2), 127,0
(CH, C-8), 128,6 (2CH, C-7 e C-9), 129,3 (2CH, C-6 ¢ C-10), 136,8 (Co, C-5),
171,7 {Co, C-1).
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{28,3R) 3-cloro-2-hidréxi-fenilbutanoato de etila 25b

Oleo amrelo. MM = 242,70 (Cy,H;5Cl103). [a]®p = -21,61 (¢ 1,8 CHCL).IV
(filme) vimax (cmn’) : 3469, 3031, 3027, 2917, 2846, 1732, 1603, 1499, 1455,
1367, 1256, 1112, 1021. EM m/z (%) : 133 (100), 206 (8), 188 (6), 177 (6),
151 (5), 115 (15), 103 (10), 91 (66), 76 (13), 55 (10), 51 (9). RMN "H (300,1
MHz,CDCly) 8 : 1,34 (3H,t, J = 7,0 Hz, H-12), 3,13 (2H, m, H-4), 4,24 (2H, q,
J =71 Hz, H-11), 4,44 (1H, m, H-2), 7,28 (5H, m, H-6 a H-10). RMN “C
(75,5 MHz, CDCly) 8 : 14,3 (CHs, C-12), 40,0 (CHa, C-4), 62,4 (CH, C-3),
64,1 (CH,, C-11), 73,6 (CH, C-2), 127,0 (CH, C-8), 128,4 (2CH, C-7 ¢ C-9),
129,2 (2CH, C-6 e C-10), 136,7 (Cq, C-5), 170,9 (Cy, C-1).

5.10 Azidacio de 3-bromo-2-hidréxi-fenilbutirato de etila 243
5.10.1 Método 1

A uma solucfo de 100,0 mg (0,35 mmol) de 24a em 0,1 mL de
metanol, sob agitacio a 0 °C, foi adicionado 32,0 mg (0,5 mmol) de NaN;. A
reacdo foi aquecida a 25 °C e mantida sob agitagdo por uma noite. Entdo a
reacdo foi diluida com 20,0 mlL de dgua destilada e extraida com acetato de
etila (3 x 50,0 mL). A fase orgénica foi lavada com salmoura, seca com

MgSO,, e concetradada sob pressfo reduzida ¢ o residuo foi purificado em
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coluna de silica gel (Hexano/acetato de etila 20%). Apés a andlise dos
produtos obtidos foi verificada apenas a presenca de 24a {material de partida,
5%) e verificou-se a formacgfo do epdxido 4-fenil-2,3-oxiranobutanocato de
etila ( 57,7 mg, 80%) 29, os dados espectroscépicos deste composto, serdo

apresentados no item 5.13.1.

5.10.2 Método 2

A uma solugdo de 50,0 mg (0,17 mmel) de 24a em 1,0 mL de DMSQ,
sob agitagio a 10 °C, foi adicionado 16,0 mg (0,25 mmol) de NaN; A reag#o
foi mantida sob agitacio por 3 horas. A reagfio foi diluida com 20,0 ml de
4gua destilada e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL). A fase organica
foi lavada com salmoura, seca com MgSO,, e concentrado sob pressdo
reduzida e o residuo foi purificado em coluna de silica gel (Hexano/acetato de
etila 20%). Apés a andlise dos produtos obtidos foi verificada apenas a
presenca de 24a (material de partida, 10%) e verificou-se a formagdo do

epoxido 4-fenil-2,3-oxiranobutirato de etila (27,3 mg, 78%) 29.

5.10.3 Método 3

A uma soluco de 50,0 mg (0,17 mmol) de 24a em 3,0 mL de DMSO,
sob agitaciio a 10 OC, foi adicionado 16,0 mg (0,25 mmol) de NaN;. A reagdo
foi aquecida até 50 °C e mantida sob agitaciio por uma noite. Entdo a reacdo

foi resfriada, diluida com 20,0 mL de dgua destilada e extraida com acetato de
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etila (3 x 50,0 ml). A fase organica foi lavada com salmoura, seca com
MgS0y, e concetradado sob pressio reduzida e o residuo foi purificado em
coluna de silica gel (Hexano/acetato de etila 20%). Apds a analise dos
produtos obtidos fol verificada apenas a presenca do epdxido cis-4-fenil-2,3-

oxirancbutanoato de etila (32,9 mg, 94%) 29.

5.10.4 Método 4

A uma solugio de 50 mg (0,17 mmol) de 24a em 3,0 mL de DMF foi
adicionado 16,0 mg (0,25 mmol) de NaNs_ A reacio fol aquecida até 50 °C e
mantida sob agitacdo por uma noite. Entdo a reacfo foi resfriada, diluida com
20,0 mL de agua destilada e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL). A
fase orgénica foi lavada com salmoura, seca com MgSQ,, e concetradado sob
pressdo reduzida e o residuo foi purificado ‘em coluna de silica gel
(Hexano/acetato de etila 20%). Apdés a andlise dos produtos obtidos foi

verificada apenas a presenca do epoxido 4-fenil-2,3-oxiranobutanoato de etila
(31,5 mg, 90%) 29.

5.10.5 Método 5

A uma soluggio de 50,0 mg (0,17 mmol) de 24a em 3,0 mL de DMF foi
adicionado 16,0 mg (0,25 mmol) de LiN; A reaclio foi aquecida até 50 °C e
mantida sob agitacdo por uma noite. Em seguida a mistura foi resfriada,
diluida com 20,0 mL de agua destilada e extraida com acetato de etila (3 x

50,0 mL). A fase orgénica foi lavada com salmoura, seca com MgSO;, e
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concetradada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado em coluna de
silica gel (Hexano/acetato de etila 20%). Ap6s a analise dos produtos obtidos

verificou-se apenas a presenca do epéxido 4-fenil-2,3-oxirancbutanoato de

etila (34,0 mg, 97%) 29.

5.10.5.1 Preparo de LiN;

Sob um pequeno aquecimento 1,30 g de NaN; e 1,41g de Li,S0,.H,0
foram dissolvidos em 7,0 mL de 4gua destilada. 35 mL de de 4lcool etilico
(96%) foi adicionado e apds 10 minutos a reaa;éé foi filtrada e o residuc de
Na2,S0O, e Li,S0, lavado com 4lcool etilico. O filtrado e as solugBes de
lavagem foram evaporadas ¢ secas em estufa a 80 °C. O produto cru foi
digerido a 35 °C por 2 minutos com 10 mL de élcool etilico (96%) e a solugdo
foi seca novamente como descrito anteriormente. Obteve-se 558,6 mg (57%)

do azoteto de litio.

5.10.6 Método 6

A uma solucdo de 50,0 mg’(0,17 mmol) de 24a em 0,5 mL de DMF foi
adicionado 113 mg (0,4 mmol) de TBAN;. A reacio foi aquecida até 50 °C e
mantida sob agitagdo por uma noite. Entio a reacio foi resfriada, diluidé. com
20,0 mL de agua destilada e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL). A
fase orgénica foi lavada com salmoura, seca com MgSO,, € concet_radado sob
pressdo reduzida. O residuo . foi purificado em coluna de silica gel

(Hexano/acetato de etila 20%). Apds a anélise dos produtos obtidos verificou-
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se apenas a presenga do epodxido 4-fenil-2,3-oxiranobutanoato de etila (92%)
29.

5.10.6.1 Preparo de TBAN;

5,0 mL de uma solugéo }.G,O mol/L de NaOH foram adicionadas em
6,79 g de tetrabutilaménio hidrogénio sulfato em 10,0 mL de H;O. Uma
solucdic de 2,6 g de NaN; em 5,0 mL de H,O foi adicionado ¢ a a:éda de
tetrabutila amdnio foi extraida com diclorometano. O solvente fol evaporado e

foi obtido 3,53 g {(62%) do azoteto de tetrabutilaménio.

5.10.7 Método 7

A uma solucdo de 100,0 mg (0,35 mmol) de 24a em 3,0 mL de CH,Cl,
seco, sob atmosfera de argdnio, foi adicionado 16,0 mg (0,25 mmol) de
TMSN;. A reagfio foi mantida sob agitagio magnética a temperatura ambiente
por 36 horas. Em seguida a mistura reacional foi lavada com uma solucdo
saturada de bicarbonato de sodio e extraida com acetato de etila. A fase
organica foi seca com MgSO; e evaporada a pressdo reduzida. O residuo foi
analisado por CG/MS e verifcou-se apenas a presenca do material de partida
24a. '
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5.11 Protecdo de de 3-bromo-2-hidréxi-fenilbutanoate de etila
24a

1,0 mL (10,6 mmol) de cloroformiato de etila, 0,2 mL (2,48 mmeol) de
piridina e 50,0 mg (0,42 mmol) de DMAP foram dissolvidos em 10,0 mL de
CH,Cl; anidro sob atmosfera de argdnio e mantidos sob ag%@agéé a 0 °C por 15
minutos. Entdo 500,0 mg (1,7 mmol) de 24a dissolvido em 10,0 ml de
CH,Cl, anidro foram adicionados e a reacfo foi mantida por S horas a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi lavada com 4gua destilada ( 2 x
30,0 mL), seca com MgSO; e filtrada em silica gel. O solvente foi evaporado e
obteve-se 542,0 mg de 30 (97%). .

(25,3s) 3-bromo-2-carbetoxi-fenilbutanoato de etila 30

Oleo amarelo. MM = 359,21 (CysH,6Br0s). [a]’ = -12,0 (¢ 1,2 CHCL). IV
(filme) vmay (cm’") 1 3505, 3064, 3030, 2983, 2935, 1751, 1496, 1467, 1372,
1249, 1096, 1034, 749, 702. EM m/z (%) : 115 (100), 243 (1), 232 (5), 195
(5)189 (33), 169 (1), 161 (10), 143 (30), 133 (41), 105 (26), 91 (70), 77 (15),
55 (20), 51 (15). RMN 'H (300,1 MHz,CDClLy) & : 1,28 (3H.t, J = 7,0 Hz, H-
12), 1,39 (3H,t, J = 7,0 Hz, H-15) 3,28 (2H, dd, J =2,9 ¢ 7,9 Hz, H-4), 4,31
(4H,m, H-11 e H-14), 4,59 (1H, td, T = 2,6 e 8,0 Hz, H-3), 5,01 (1H, d, ] =2,2
Hz, H-2), 7,30 (5H, m, H-6 a H-10). RMN “C (75,5 M9Hz, CDCl;) & : 14,2
(CHs, C-12), 14,3 (CH,, C-15), 41,7 (CH,, C-4), 50,5 (CH, C-3), 62,3 (CH,,
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C-14), 65,0 (CH,, C-11), 75,2 (CHOH, C-2), 127,4 (CH, C-8), 128,8 (2CH, C-
7 ¢ C-9), 128,9 (2CH, C-6 e C-10), 136,7 (Co, C-5), 154,1(C,, C-13), 166,9
(Cy, C-1). ’

5.12 Azidacdo de 3-bromo-2-carbetoxi-fenilbutanoato de etila 30
5.12.1 Método 1

A uma solugfo de 50,0 mg (0,15mmol) de 30 em 3,0 mL de DMSO,
sob agitagdo a 10 C, foi adicionado 16,0 mg (0,25 mmol) de NaN;. A reacdo
foi aquecida até 50 °C e mantida sob agitago por uma noite. Entéo a reacfo
foi resfriada, diluida com 20,0 mL de 4gua destilada e extraida com acetato de
etila (3 x 50,0 mL). A fase orgénica foi lavada com salmoura, seca com
MgSO,, e concetradado sob pressdo reduzida. O residuo foi analisado por

CG/MS foi verifcou-se apenas a presenca do material de partida 30

5.12.2 Método 2

A uma solucio de 50 mg (0,15mmol) de 30 em 3,0 mL de DMF foi
adicionado 16,0 mg (0,25 mmol) de NaN; A reagdo foi aquecida até 50 C e
mantida sob agitaciio por uma noite. Entdo a reagfo foi resfriada, diluida com
20,0 mL de 4dgua destilada e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL). A

fase organica foi lavada com salmoura, seca com MgSO;, e concetradado sob
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pressdo reduzida . O residuo foi analisado por CG/MS foi verifcou-se apenas

a presenc¢a do material de partida 30

5.13 Sintese de (2R, 3R)-4-fenil-2,3-oxiranobutanoato de etila 29
5.13.1 Miétodo 1

A uma solucfo de 100,0 mg (0,35 mmol) 242 em 2 mL de éter etilico
foi adicionado lentamente 2,0 mL de uma solucdo aquosa de KOH (5%), em
banho de gelo foi mantida sob agitacdo por 3 horas & 25 °C. A reacdio ¢ entfo
neutralizada com HCI diluido e extraida com acetato de etila {3x 10,0 mL).
Em seguida a fase orginica foi seca com MgSOy e concetrada sob pressio
reduzida, gerando um oleo amarelo que foi purificado em coluna de silica gel
(Hexano/acetato de etila 20%), sendo obtido o produto com 37% de

rendimento (26,6 mg).

Oleo amarelado. MM = 206,24 (C;,H1405). [a]*’p = +4.2 (¢ 0,9, CHClLy). IV
(filme) Vimae (cm™') : 3458, 3062, 3028, 2930, 1733, 1603, 1496, 1455, 1379,
1253, 1197, 1094, 1031, 701, 697. EM m/z (%) : 133 (100), 206 (2), 188 (1),
177 (5), 161 (3), 143 (1 5), 115 (33), 103 (33), 91 (40), 77 (35), 65 (20), 55
(75), 51 (30). RMIN 'H (300,1 MHz,CDCl;) & : 1,32 (3H,t, T = 7,3 Hz, H-12),
2,90 (1H, dd, J =6,6 e 14,6 Hz, H-4), 3,10 (1H, dd, J =6,5 e 14,3 Hz, H-4),

116



Parte Experimentul

3,38 (1H,td, T = 6,6 ¢ 4,8 Hz, H-3), 3,58 (1H, d, ] = 4,8 Hz, H-2), 4,30 (2H, q,
J =173 Hz, H-11), 7,23 (5H, m, H-6 2 H-10). RMN “C (75,5 MHz, CDCl;) 3
: 143 (CH,, C-12), 33,8 (CH,, C-4), 52,8 (CH, C-3), 57,7 (CH, C-2), 61,6
(CH,, C-11), 126,8 (CH, C-8), 128,7 (2CH, C-7 & C-9), 128,9 (2CH, C-6 ¢ C-
103, 136,5 (Co, C-5), 168,2 (C, C-1).

5.13.2 Miétodo 2

A solugfio de 100 mg (0,35 mmol) 24a, cloreto de tetrabutilaménio (1
mg, lmol %) em 3,0 mL de benzeno foi adicionado lentamente 1,0 ml de
uma solugio aquosa de KOH (50%) em banho de gelo. Apos a adigdo a
mistura reacional foi mantida sob agitacfio por 1 hora a temperatura ambiente.
A reacdio foi entdo neutralizada com HCI diluido e extraida com acetato de
etila (3x 10,0 mL). A fase orgénica foi seca com MgSO, e concetradado sob
pressdo reduzida gerando um 6leo amarelo que foi purificado em coluna de

silica gel (Hexano/acetato de etiia.Z{)%). Foi obtido 37,5 mg de 29 (52%)).

5.13.3 Método 3

30,0 mg (1,3 mmol) de sédio metdlico foi dissolvido, sob atmosfera de
argdnio, em 5,0 mL de 4icool etilico seco. A solucdo foi adicionada a 287,0
mg (1,0 mmol) de 24a em banho de gelo. A mistura foi agitada por 7 horas a
temperatura ambiente e entdo adicionada em agua destilada a 0 °C. Apés a
acidificacdo com HCI diluido a reagdo foi extraida com acetato de etila (3x

10,0 mL), fase orgénica € seca com MgSO, e concetradado sob pressdo
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reduzida gerando um dleo amarelo que foi purificado em coluna de silica gel

(Hexano/acetato de etila 20%). Foi obtido 127,7 mg de 29 (62%).
5.13.4 Método 4

A uma solucio de 140,0 mg (0,5 mmol) de 24a em 2,0 mL de benzeno
anidro foi adicionado 60,0 mg (2,5 mmol) de NaH. A mistura foi mantida sob
agitaco por uma noite a temperatura ambiente. Apos filtragdo o solvente foi
evaporado sob vacuo e o residuo foi dissolvide em dgua destilada e extraido
com acetato de etila (3x 10,0 mL). A fase orgénica foi seca com MgS0O, ¢
concetradado sob pressfo redu;ida gerando um Olec amarelo que foi

purificado em coluna de silica gel (Hexano/acetato de etila 20%). Foi obtido

61,8 mg de 29 (60%).

5.13.5 Método S

40,0 mg (0,14 mmol) fol adicionado a um baldo de 25,0 mL de duas
boca, contendo um tudo dessecante com CaCl,. Em uma das bocas adicicnou-
se 5,0 mlL de etanol absoluto € 29,0 mg (0,21 mmol) de K,COs. Apébs 2,5
horas foi adicionado mais (15,0 mg) de K,CO; mantendo a reagfio por mais
7,0 horas. A mistura reacional foi diluida com acetato de etila (50,0 mL) e de
dgua destilada (50,0 ml) e as fases foram separadas. A fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (2 x 30,0 mL). As fases orgnicas foram lavadas

com salmoura (2 x 20,0 mL), secas com MgSO, e concentradas a pressdo
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reduzida gerando um 6leo amarelo que foi purificado em coluna de silica gel

(Hexano/acetato de etila 20%). Obteve-se 25,7 mg de 29 (89%).

5.14 Sintese de (2R, 35) 3-azido-2-hidréxi-fenilbutanoato de etila
28

5.14.1 Método 1

A uma soluciio de 100,0 mg (0,35 mmol) de 29 em 4,0 mL de
&lcool etilico e 0,5 mL de dgua destilada foi adicionado 133,06 mg (2,0 mmol)
de NaN; e 44,0 mg (0,8 mmol) de NH,Cl. A mistura foi mantida sob refluxo
por 5 horas e entfio concentrada a pressfio reduzida. O residuo obtido foi
purificado em coluna filtrante de silica gel, sendo o produto obtido com 80 %

de rendimento (69,7 mg).

Oleo amarelo. MM = 24927 (Cp,HsNsOs). [at}*’p = -12,0 (¢ 1,8, CHCL) IV
(filme) viax () : 3489, 3031, 2990, 2928, 2114, 1743, 1603, 1496, 1450,
1367, 1259, 1114, 1022, 748, 697. EM m/z (%) : 91 (100), 221(1), 206 (2),
189 (1), 177 (1), 161 (2), 148 (5), 133 (15), 118 (20), 104 (15), 76 (20), 65
(27), 51 (20). RMN *H (300,1 MHz,CDCl;) & : 1,29 3H,t, J = 7,2 Hz, H-12),
311 (2H,d,J=8,0¢,H-4),3,75 (1H,td, = 1,8 7,7 Hz, H-3), 4,10 (1H, dd,
J=18¢e 7,4 Hz, H-2), 4,28 (2H, m, H-11), 7,25 (5H, m, H-6 a H-10). RMN
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13¢ (75,5 MHz, CDCls) 8 : 14,1 (CHa, C-12), 36,2 (CH,, C-4), 62,5 (CH,, C-
11), 64,3 (CH, C-3), 71,4 (CHOH, C-2), 127,1 (CH, C-8), 128,8 (2CH, C-7 ¢
C-9), 129,4 (2CH, C-6 & C-10), 136,7 (Co, C-5), 172,7 (Cq, C-1).

5.14.2 Miétodo 2

A uma solugio de 200,0 mg (0,7 mmo!l) de 29 em 2,0 mL de
diclorometanc seco, sob atmosfera de argdnio, foi adicionado 0,25 mL de
BF,-E,O e 0,2 mL de azida de trimetilsilano. A reagfo foi mantida sob
agitacio a temperatura ambiente por 3 horas. Em seguida reagéo foi lavada
com uma solucfo saturada de bicarbonato de sédio e extraida com acetato de

etila. Apds purificacdo foi obteve-se 156,9 mg (90%) de 28.

5.15 Sintese de (4S,SR)—4—benzil~2-metii-zwoxazolinawsn

carboxilato de etila 32

A uma solugfo de 45,0 mg (0,15 mmdl) de 29 em 0,5 mL de acetonifrila
anidra sob atmosfera de argbnic foi adicionado 0,1 mL de BF;-Et;0. A
mistura reacional foi mantida sob agitacio por 4 horas a temperatura
ambiente. O excesso de acetonitrila foi evaporado e o residuo foi diluido com
éter (2,0 mL) e lavado com uma solugfo saturada de bicarbonato de sodio. As
fases organicas foram combinadas e secas com MgSO;. O residuo obtido foi

purificado em coluna de silica gel (Hexano/Acteto de etila IS%).IO produto
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isolado 32 (35,6 mg, 96%) foi analisado por espectrometria no infravermelho,

espectrometria de massas, rotacéo Otica e espectrometria de RMN de 'He C.

Oleo marron. MM = 247,29 (CiHi:NO,). [a] = -14,5 (¢ 1,3, CHCL). IV
(filme) v (o) © 33346, 2923, 1774, 1759, 1738, 1496, 1455, 1367, 1247,
1220, 701, 698. EM m/z (%) : 84 (100), 247 (3), 206 (5), 188 (1), 174 (10),
156 (42), 144 (5), 133 (10), 112 (20), 103 (10), 77 (20), 65 (20), 43 (33).
RMN H (300,1 MHz,CDCL;) & : 1,18 (3H,t, ] = 7,3 Hz, H-16), 2,02 34, s,
H-1), 2,84 (1H, dd, J = 14,0 e 7,0 Hz, H-7), 3,05 (1H, dd, J = 14,0 ¢ 7,0 Hz,
H-7), 4,11 (2H, q, J = 7,0 Hz H-15), 4,40 (1H, m, H-5), 4,51 (1H, d, ] = 6,6
Hz, H-5), 7,23 (5H, m, H-9 a H-13). RMN *C (75,5 MHz, CDCLy) § : 14,2
(CHs, C-16), 14,4 (CHj, C-1), 42,0 (CHy, C-7), 62,3 (CH,, C-15), 72,9 (CH,
C-4), 80,7 (CH, C-5), 129,7 (CH, C-11), 1283 (2CH, C-10 ¢ C-12), 130,1
(2CH, C-9 ¢ C-13), 137,8 (Cy, C-8), 171,4 (Cg, C-14). |
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5.16 Sintese de (2R, 38)--4-fenil-2-hidroxi-3-acetilamino-
butanoato de etila 33

A 235,0 mg (0,84 mmol) de 32 foi adicionado 10,0 mL de uma sclugio
de HCI (0,5 mol/L) e mantido sob agitacio por 1,5 h. A mistura reacional foi
adicionado lentamente uma solugdo NaHCO; saturada até que se atinja pH
9,0. A solucfo resultante € mantida sob agitacfio por uma noite e entfio é
extraida com diclorometano (3x 20,0 mL). As fracdes organicas foram secas
com MgSO, e o solvente foi evaporado sob pressio reduzida. O produto foi

purificado por recristalizacio sendo obtido 200,0 mg (95%).

MM = 265,31 (C14HsNO,). Sélido branco PF = 110-114 °C. [a]*’s =-18,0 (¢
1,3 CHCLy). IV (filme) v (cm’) : 33346, 2923, 1774, 1759, 1738, 1496,
1455, 1367, 1247, 1220, 701, 698. EM m/z (%) : 84 (100), 247 (3), 206 (5),
188 (1), 174 (10), 156 (42), 144 (5), 133 (10), 112 (20), 103 (10), 77 (20), 65
(20), 43 (33). RMN 'H (300,1 MHz,CDCL) & : 1,18 (3H,t, J = 7.3 Hz, H-12),
2,02 (3H, s, H-14), 2,84 (1H, dd, J = 14,0 e 7,0 Hz, H-4), 3,05 (1H, dd, ] =
14,0 e 7,0 Hz, H-4), 4,11 (2H, m, H-11), 4,40 (1H, td, ] = 6,6 e 7,0 Hz, H-2),
4,51 (1H,d,J=6,6 Hz, H-2), 5,84 (1H, d, i =9,1 Hz, NH), 7,23 (5H, m, H-6 a
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H-10). RMN BC (75,5 MHz, CDCls) § : 14,2 (CHa, C-12), 14,4 (CH,, C-14),
42,0 (CHa, C-4), 62,3 (CH,, C-11), 72,9 (CH, C-3), 80,7 (CHOH, C-2), 129,7
(CH, C-8), 128,3 (2CH, C-7 ¢ C-9), 130,1 (2CH, C-6 ¢ C-10), 137,8 (Cy, C-5),
1714 (C,, C-1).

5.17 Sintese de 3-bromo-2-oxo-fenilpropionato de etila 37

A uma solucfio de 1,8 g (1,3 mmol) do acido fenil piruvico em 50,0 mL
de etanol foi adicionado 0,2 mL de 4cido sulfiirico concentrado. A mistura foi
mantida sob refluxo por 2 horas e o solvente foi evaporado. O residuo foi
parcionado com 10,0 mL de dgua destilada ¢ extraido com acetato de etila. A
fase organica foi seca e evaporada. O produto bruto desta reagdo foi
dissolvido em 4,2 mL de CHCl; foi adicionado lentamente uma solugéo de
bromo em tetracloreto de carbono (1,06 mol/L) ate que esta se tornasse
alaranjada. Apo6s 3 horas de reacfio e por acompanhamento por CCD foi
adicionada algumas gotas de tiossulafato de sodio, para neutralizar o excesso
de bromo. A reagdo foi extraida com acetato de etila ¢ a fase orgénica foi
evaporada sob pressdo reduzida. A reagfo foi purificada em coluna de silica
gel (hexano:acetato de etila, 8:2). Obteve-se um rendimento de 95 %. O
produto foi analisado por espectrometria no infravefmelho, espectroinetria de

massas ¢ espectrometria de RMN de 'He °C.
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Oleo amarelo. MM = 287,15 g/ mol (Cy:H;;BrOs). IV (filme) vy (cm™) :
3474, 3060, 3031, 2978, 2934, 1732, 1606, 1492, 1455, 1369, 1295, 1261,
1237, 1056. EM m/z (%) 1 169 (100), 107 (3), 51 (4), 135 (5), 272 (6), 63
(15), 155 (10), 196 (28), 118 (45), 90 (53), 171 (98). RMN 'H (300,1
MHz,CDCL;) § @ 1,33 (3H,t, J = 7,3 Hz, H-11), 4,33 (2H, m, H-11), 6,20
(1H,8,H-3), 7,37 (5H, m, H-5 2 H-9). RMN ”C (75,5 MHz, CDCl;) § : 14,5
(CHs, C-11), 50,4 (CH, C-3), 63,7 (CH,, C-10), 129,4 (CH, C-6 e C-8), 130,0
(2CH, C-5 ¢ C-9), 130,1 (CH, C-7), 133,5 (Co, C-4), 160,3 (C,, C-1), 184,2
(Cy, C-2).

5.18 Sintese de 2-0X0—6-metii-hexamat0 de etila 35

Adicionou-se Mg® (640 mg, 0,028 mmol), 13 mL de THF anidro e 2
cristais de iodo em um balfio sob atmosfera de argbnio. Este baldo foi
aquecido com uma pistola até a sublimagéo do iodo. Em seguida, adicionou-se
lentamente uma solugdo de brometo de alquila (3,2 mL; 0,026 mmol) em 13
mL de THF anidro, sob atmosfera de argdnio. Esta solucdo foi mantida por 15
minutos a 40°C ap6s adi¢do completa do brometo de alquila.

A solugdc do reagente de Grinard foi adiconada lentamente a uma
solucdo de dietiloxalato (3,6 mL; 0,026 mmol) em 26 mL de THF anidro, & —
10°C e sob atmosfera de argbnio, durante 30 minutos. O exceséo de
dietiloxalato foi destruido utilizando-se solugdo de HCL ZM. Em seguida

adicionou-se 4gua e a fase orgénica foi extraida com acetato de etila. As fases
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orginicas foram combinadas, secadas (MgSQ,), evaporadas e purificadas por

DSC (hexano/ETOAc 6%) fornecendo um 6leo incolor (85% de rendimento).

Oleo verde. MM = 172,22 g/mol (C1oHys0s). IV (filme) Vo {(cm™): 2953,
2934, 2880, 1727, 1723, 1469, 1245, 1070. EM m/z (%): 172 (2), 126(14), 99
(100), 81 (92). RMN de "H (300,1 MHz, CDCl;) 8: 0,95 (4, 6H, J=2,2 Hz, H-
6 ¢ H-7), 1,33 (t, 3H, I=7,3 Hz, B-9), 1,37 (m, 3H, H-4 ¢ H-5), 2,83 (m, 2H, ,
H-3), 4,35 (g, 2H, J=7,3 Hz, H-8). RMN de “C (75,0 MHz, CDCl;) 3: 14,6
(CHs, C-9); 22,9 (2 CH;, C6 e C-7); 28,1 (CH, C-5); 32,3 (CH,, C-4), 37.9
(CH,, C-8); 62,9 (CH,, C-3); 161,7 (Cy, C-1); 195,2 (Co, C-2).

5.19 Sintese de 3-bromo-2-0x0-5-metil-hexanoato de etila 38

A uma solugdo de 2-oxo-6-metil-hexanoato de etila 35 (1,0 g, 5,9
mmol) em 1,4 mL de CHC], foi adicionado lentamente uma solugdo de bromo
em tetracloreto de carbono (1,06 mol/L) até que esta se tornasse alaranjada.
Apbs 3 horas de reag@io ¢ por acompanhamento por CCD foi adicionada
algumas gotas de tiossulafato de sédio, para neutralizar o excesso de bromo. A
reacdio fol extraida com acetato de etila e a fase brgé.nica foi evaporada sob
pressio reduzida. A reagfo foi purificada em coluna de silica gel

(hexano:acetato de etila, 8:2). Obteve-se um rendimento de 95 %. O produto
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fol analisado por espectrometria no infravermelho, espectrometria de massas

espectrometria de RMN de 'He °C,

Oleo amarelo. MM = 251,12 g/mol (CioH;sBrO;). IV (filme) vg&x {cm™) -
3491, 2960, 2939, 2876, 1735, 1604, 1470, 1388, 1369, 1304, 1069, 1028,
856. EM m/z (%) : 69 (100), 252 (1), 194(2), 81 (3), 135 (3), 149 8), 177 (9),
171 (13), 98 (15), 55 (52),. RMN 'H (300,1 MHz,CDCl) 8 : 0,95 (3H,d, J =
6,6 Hz, H-6), 0,99 3H,4, J = 6,6 Hz, H-7),1,40 (3H, t, ] = 7,1 Hz, H-9), 1,91
(3H, m, H-4 eH-5), 4,40 (2H, g, J = 7,0 Hz, H-8), 5,10 (1H, dd, j = 3,1 € 6,5
Hz, H-5). RMN de ®C (75,0 MHz, CDCl;) &: 13,9 (CH,, C-9); 21,4 (CH,,
C6), 22,6 (CHs, C-7); 26,1 (CH, C-5); 40,3 (CH,, C-4), 46,8 (CH,, C-3); 62,9
(CH,, C-8); 160,3 (Cy, C-2): 185,5 (Cy, C-1).

5.20 Sintese de 2-oxo-heptanoato de etila 36

Adicionou-se Mg® (640 mg; 0,028 mmol), 13 mL de THF anidro e 2
cristais de iodo em um baldo sob atmosfera de argbnio. Este baldo foi
aquecido com uma pistola até a sublimacfo do iodo. Em seguida, adicionou-se
lentamente uma solucdo do brometo de alquila (3,2'mL; 0,026 mmol) em 13
mL de THF anidro, sob atmosfera de argbnio. Esta solu¢do foi mantida por 15

minutos a 40°C apés adicdo completa do brometo de alquila.
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A solugio com o reagente de Grinard foi adiconada lentamente a uma
solugdo de dietiloxalato (3,6 mL; 0,026 mmol) em 26 mL de THF anidro, 3 —
10°C e sob atmosfera de argbnio, durante 30 minutos. O excesso de
dietiloxalato foi destruido utilizando-se solugfo de HCL 2M. Em seguida
adicionou-se agua e a fase orgénica foi extraida com acetato de etila. As fases
orgénicas foram combinadas, secadas (MgSQ,), evaporadas. O produto foi de
dificil purificacdo e po CG/MS foi verificada a presenca apenas de 36 e o
dietil oxalato. Este material brﬁto foi bromado e assim foi possivel a

purificacfio do produto formado 39.

5.21 Sintese de 3-bromeo-2-oxo-heptanoato de etila 39

A uma solugfio de 2-oxo-heptanoato de etila 36 (1,0 g, pfoduto bruto
obtido da reagdo mencionada acima) em 1,4 ml de CHCI; foi adicionado
lentamente uma solugo de bromo em tetracloreto de carbono (1,06 mol/L) até
que esta se tornasse alaranjada. Ap6s 3 horas de reacdo e por
acompanhamento por CCD foi adicionada algumas gotas de tiossulafato de
s6dio, para neutralizar o excesso de bromo. A reacio foi extraida com acetato
de etila ¢ a fase orgénica foi evaporada sob pressdo reduzida. A reacdo foi
purificada em coluna de silica gel (hexano:acetato de etila, 8:2). Obteve-se um
rendimento de quantitativo tendo em vista que o material de partida ndo estava

puro.
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Oleo amarelo. MM = 251,12 g/mol (CigH5sBrOs). IV (filme) v (cm’l) -
2960, 2931, 2875, 2860, 1754, 1727, 1586, 1465, 1370, 1299, 1275, 1237,
1066, 1030. EM m/z (%) : 69 (100), 252 (1), 194(25, 81 (3), 135 (3}, 149 (8),
177 (9), 171 (13), 98 (15), 55 (52),. RMN "H (300,1 MHz,CDCl3) & : 0,93
(3H,t, J = 7,3 Hz, H-7), 1,40 (7H, m, H-5, H-6 ¢ H-9), 2,43 (2H, m, H-4), 4,37
(2H, q, ] = 7,2 Hz, H-8), 5,0,3 (1H, dd, j = 2,8 ¢ 6,3 Hz, H-5). RMN de °C
(75,0 MHz, CDCLy) &: 13,9 (CHs, C-9); 14,1 (CHs, C-7); 22,1 (CHy, C6), 29,3
(CH,, C-5); 31,7 (CH,, C-4); 48,4 (CH, C-3), 62,9 (CH,, C-8); 160,5 (Cy, C-
1); 185,6 (Co, C-2).

5.22 Sintese de (25, 35)-3-bromo-2-hidroxi-fenilpropanoato de
etila 40

O procedimento € semelhante ao do item 5.5.2.1. Foram adicionados ac
reator 30,0 g de Saccharomyces cerevisiae imobilizado em alginato de calcie,
300mL de solugio tampéo fosfato pH 4,0 ¢ 8,0 g de glicose Apods 2,0 horas o
pH da reago foi medido e ajustado com uma solugdo de NH,OH 10 %, entio,
adicionou-se 24,2 mmol de 37, lentamente durante 10h. A cada 6 h foi
adicionado a reacfo 1,6 g de glicose. A reagdo foi acompanhada por CCD e
CG/EM e apbs 24 horas extraiu-se a reagfio com acetato de etila e a fase

orgénica foi seca com MgSQ,, filtrada e concentrada a vacuo.
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MM = 287,15 g/ mol (Cy;H;;BrOs). Sélido branco PF = 84-87 °C. [a}*’p =
42,0 (¢ 1,3 CHCls). IV (filme) Vas (cm™') : 3503, 2946, 2919, 2890, 1717,
1450, 1361, 1284, 1250, 1025. EM m/z (%) : 91 (100), 272 (1), 254 (10), 228
(1), 201 (3), 193 (30), 169 (52), 119 (48), 103 (10), 77 (8), 65 (11), 51 (8).
RMN 'H (300,1 MHz,CDCl,) & : 1,33 (3H,t, J = 7,3 Hz, H-11), 3,36 (1H, 4,
7=73 Hz, H-2), 4,33 (2H, m, H-10), 4,46 (1H, dd, J=2,2 ¢7,3 Hz, H-3) 5,37
(1H,d, J =2,3 Hz, H-2), 7,32 (5H, m, H-5 a H-9). RMN PC (75,5 MHz,
CDCl3) & : 14,8 (CHs, C-11), 56,3 (CH, C-3), 63,2 (CH,, C-10),74,8 (CH, C-
2), 128,9 (CH, C-6 ¢ C-8), 130,0 (2CH, C-5 e C-9), 130,1 (CH, C-7), 133,5
(Co, C-4), 160,3 (Co, C-1),. |

5.23 Sintese de (4R, 3R)-fenil-2,3-oxiranofenilpropanocato de etila
43

39,3 mg (0,14 mmol) 40 foi adicionado a um balo de 25,0 mL de duas
boca, contendo um tudo dessecante com CaCl,. Em uma das bocas adicionou-
se 5,0 mL de etanol absoluto e 29,0 mg (0,21 mmol) de K,CO;. Apds 2,5
horas foi adicionado mais (15,0 mg) de K2C03 ﬁlantende a reagfo por mais
7,0 horas. A mistura reacional foi diluida com acetato de etila (50,0 mL) e de

dgua destilada (50,0 mL) e as fases foram separadas. A fase aquosa foi
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extraida com acetato de etila (2 x 30,0 mL). As fases orgénicas foram lavadas
com salmoura (2 x 20,0 mL), secas com MgSO, e concentradas a pressdo
reduzida gerando um dleo amarelo que foi purificado em coluna de silica gel

(Hexano/acetato de etila 20%). Obteve-se 86% de 43.

Oleo incolor. MM = 192,21 g/ mol (C1;H;205). [al®®y =+ 15,0 (¢ 1,8, CHCL).
IV (filme) v (cmn’) @ 3015, 2978, 2951, 2919, 2880, 1733, 1455, 1361,
1046. EM m/z (%) : 91 (100), 192 (12), 176 (8), 145 (14, 135 (85}, .} 18 (39),
107 (46), 79 (42), 65 (19), 55 (11). RMN "H (300,1 MHz,CDCl3) & : 1,32
(3H,t, J =73 Hz, H-11), 3,50 (1H, d, J=1,5 Hz, H-3), 4,11 (1H, d, J = 1,5 Hz,
H-2), 4,23 (2H, m, H-10) 7,24 (5H, m, H-5 a H-9). RMN C (75,5 MHz,
CDCl;) & : 14,6 (CHs, C-11), 57,2 (CH, C-3), 58,3 (CH, C-2), 62,2 (CH,, C-
10), 126,3 (CH, C-6 ¢ C-8), 129,1 (2CH, C-5 ¢ C-9), 1294 (CH, C-7), 1354
(Cy, C-4), 168,6 (Cy, C-1),. |

5.24 Sintese de 3-fenil-2-metil-2-0xazolina-5-carboxilato de etila
44

A uma solugio de 288 mg (0,15 mmol) de 43 em 0,5 mL de
benzonitrila anidra sob atmosfera de argbnio foi adicionado 0,1 mL de
BF;-Et;0. A mistura reacional foi mantida sob agitacio por 4 horas a
temperatura ambiente. O excesso de benzonitrila foi evaporado e o residuo foi

diluido com éter (2,0 mL) e lavado com uma solugfo saturada de bicarbonato
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de sodio. As fases organicas foram combinadas e secas com MgSQO,. O
residuo obtido foi purificado em coluna de silica gel (Hexano/Acteto de etila
15%). O produto isolado 44 (98%) foi analisado por espectrometria no
infravermelho, espectrometria de massas, rotacfio Otica e espectrometria de
RMN de 'He “C.

Oleo marron. MM = 29533 g/ mol (CisH7NO3). [a]*’s = -32,0 ( ¢ 1,0,
CHCl3) IV (filme) vme (cm’™) @ 3017, 3005, 2958, 2923, 2222, 1752, 1654,
1455, 1361, 1016, 970. EM m/z (%) : 222 (100), 194 (11), 193 (66), 166 (4),
165 (15), 145 (2), 132 (2), 119 (20), 105 (72), 89 (93), 91 (89), 77(70), 65
(50), 51(60). RMN "H (300,1 MHz,CDCL) & : 1,35 (3H,t, J = 7,3 Hz, H-14),
4,33 (2H, m, H-13), 4,88 (1H, 4, J=6,6 Hz, H-4), 543 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-
5), 7,24 (5H, m, H-7 a H-11 e H-15 a H-19). RMN PC (75,5 MHz, CDCl3) 8 :
14,6 (CHs, C-14), 62,3 (CH,, C-13), 73,9 (CH, C-4), 75,1 (CH, C-5), 126,9 —
133,1 (CH, C-7, C-8, C-9, C-19, Cl11, C-15, C-16,C-17, C-18, C-19 & Cq, C-
6), 141,0 (Co, C-1), 170,6 (Cq, C-2), 178,1 (Co, C-12). |

5.25 Sintese de 4-fenil-2-hidroxi-3-acetilamino-propionato de
etila 45
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A 263,0 mg (0,84 mmol) de 43 foi adicionado 10,0 mL de uma solugéo
de HCI (0,5 mol/L) e mantido sob agitagio por 1,5 h. A mistura reacional foi
adicionado lentamente uma solu¢io NaHCO, saturada até que se atinja pH
9,0. A soluclo resultante € mantida sob agitacfo por uma noite e entfo €
extraida com diclorometano (3x 20,0 mL)}. As fracdes orgénicas foram secas

com MgSOy e o solvente foi evaporado sob pressio reduzida. O produto foi

purificado por recristalizagfo.

MM = 313,13 g/ mol (C;3H;sNO,). S6lido branco PF = 150-153 °C. [a]*’p = -
21,7 (¢ 1,0 CHCL). IV (filme) v (cm’') : 3474, 3446, 3005, 2919, 2923,
2807, 1713, 1635, 1450, 1354,. EM m/z (%) : 222 (100), 194 (11), 193 (66),
166 (4), 165 (15), 145 (2), 132 (2), 119 (20), 105 (72), 89 (93), 91 (89),
77(70), 65 (50), 51(60). RMN 'H (300,1 MHz,CDCL;) § : 1,26 (3H,t, T = 7,3
Hz, H-11), 3,26 (1H, s, H-19), 4,25 (2H, m, H-10), 4,62 (1H, d, J='1,9 Hz, H-
3), 5,74 (1H, dd, J = 2,0 € 9,0 Hz, H-2), 6,98 (1H, d, J=9,0 Hz, H-19), 7,24
(10H, m, H-5 a H-9 ¢ H-14 a H-18). RMN “C (75,5 MHz, CDCL) § : 14,7
(CH,, C-11), 55,2 (CH, C-3), 63,3 (CH,, C-10), , 73,8 (CH, C-2), 127,3 —
132,1 (CH, C-6, C-8, C-5, C-9, C14, C-15, C-16,C-17 e C-18), 134,6 (Cy, C-
4), 139,2 (C,, C-13), 167,1 (Co, C-12), 173,3 (Co, C-1).
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5.26 Bioreducio de 3-bromo-2-ox0-5-metil-hexanoato de etila 38

O procedimento € semelhante ao do ftem 5.5.2.1. Foram adicionados ao
reator 30,0 g de Saccharomyces cerevisiae imobilizado em alginato de célcio,
300mL de solugdo tampéo fosfato pH 4,0 e 8,0 g de glicose Ap6s 2,0 horas o
pH da reacdo foi medido e ajustado com uma solugo de NH,OH 10 %, entdo,
adicionou-se 24,2 mmol de 38, lentamente durante 10h. A cada 6 h fai
adicionado a reagfo 1,6 g de glicose. A reacfo foi acompanhada por CCD ¢
CG/EM e apbs 24 horas extraiu-se a reagio com acetato de etila e a fase

orgénica foi seca com MgSQ,, filirada e concentrada & vécuo.

Oleo incolor. (28, 35)-3-bromo-2-hidroxi-5-metil-hexanoato de etila 41a
MM = 253,12 g/mol (C;oH7BrOs). @]’ = -15,7 (¢ 1,5 CHCL). IV (filme)
Ve (C') 1 3430, 2958, 2908, 2820, 1733, 1027. EM m/z (%) : 81 (100), 181
(21), 173(5), 163 (17), 155 (36), 99 (55), 69 (18), 57 (60). RMN 'H (300,1
MHz,CDCL;) 8 : 0,95 GH,d, J = 7,3 Hz, H-6), 0,99 (3H,d, J = 7.3 Hz, H-7),
1,36 (34, m, H-9), 1,4 -2,3 (3H, m, H-4 e H-5), 3,16 (1H, 4, J=6,0 Hz, H-3),
4,22 (2H, m, H-2), 4,32 (2H, q, T = 7,2 Hz, H-8). RMN de "°C (75,0 MHz,
CDCl) 6: 14,2 (CH;, C-9); 21,4 (CHs, C-7); 22,6 (CH,, C6), 26,1 (CHZ, C-5);
44,1 (CH,, C-4); 55,9 (CH, C-3), 62,4 (CH,, C-8); 73,1 (CH, C-2), 171,8 (C,,
C-13;.
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{25, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-5-metil-hexanoato de etila 41b

Oleo incolor. MIM = 253,12 g/mol (C;oH7Br0s). [ee}*’p = -8,41 (¢ 1,7 CHCL,).
IV (filme) vime (cm™') 1 3430, 2958, 2908, 2820, 1733, 1027. EM m/z (%) : 81
(100), 181 (21), 173(5), 163 (17), 155 (36), 99 (55), 69 (18), 57 (60). RMN
'H (300,1 MHz,CDCL) & : 0,95 (3H,4, J = 7,3 Hz, H-6), 0,99 3H,d, ] = 7,3
Hz, H-7), 1,36 (3H, m, H-9), 1,4 -2,3 (3H, m, H-4 ¢ H-5), 3,16 (1H, 4, J=6,0
Hz, H-3), 4,22 (2H, m, H-2), 4,32 (2H, g, J = 7,2 Hz, H-8). RMN de C (75,0
MHz, CDCl;) 8: 14,2 (CHa, C-9); 20,8 (CH;, C-7); 23,1 (CH,, C6), 26,0 (CH,,
C-5); 42,4 (CH,, C-4); 55,4 (CH, C-3), 62,4 (CH,, C-8); 74,6 (CH, C-2), 171,2
(Cq, C-1);.

5.27 Determinacfio da configuracio absoluta de 3-brome-2-

hidroxi-5-metil-hexanoato de etila 41a

A uma solugdo de 177,0mg (0,7 mmol) de 412 em 3,0 mL de etanol
anidro foram adicionados 57,0 mg (0,7 mmol) de acetato de s6dio e (16,0 mg)
de Pd/C 5% sob atmosfera de argénio. A mistura foi mantida sob agitagio a
temperatura ambiente, sendo entfio purgada e adicionado uma bexiga contendo
hidrogénio. A reacfo foi mantido em agitacfio por 2,0 horas. Entfo, a mistura
foi filtrada em celite e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL), a fase
orgdnica foi lavada com salmoura, seca com MgSO, e concetradado sob

pressdo reduzida gerando um dleo amarelo que foi purificado em coluna de
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silica gel (Hexano/acetato de etila 15%) fornecendo 138 mg de 51 (95%).
Analise de rotagfo otica foi realizada para determinacdo da configuragio

absoluta e comparada com a literatura’”.

OH

Oleo incolor. MM = 174,24 g/mol (C1H;505). [e]*p = +3,2 (¢ 2,0 CHCL).
IV (filme) vewy (cm') © 3450, 2958, 2840, 2780, 1728, 1120. RMN 'H (300,1
MHz,CDCls) 8 : 0,87 (3H,d, J = 7,3 Hz, H-6), 0,90 (3H,d, J = 7,3 Hz, H-7),
1,30 (3H, m, H-5, H-6 ¢ H-9), 1,4 -1,9 (5H, m, H-3, H-4 e H-5), 4,18(1H, m,
H-5), 4,24 (2H, q, I = 7,2 Hz, H-8). RMN de "°C (75,0 MHz, CDCly) 8: 14,6
(CHs, C-9); 22,6 (CHs, C-6 e C-7); 28,2 (CH,, C-5); 32,6 (CH,, C-4); 55,4
(CH, C-3), 62,0 (CHa, C-8); 71,1 (CH, C-2), 175,8 (Cq, C-1).

5.28 Determinacio da configuracio absoluta de 3-bromo-2-

hidroxi-5-metil-hexanoato de etila 41b

A uma soluggo de 177,0 mg (0,7 mmol) de 41b em 3,0 mL de etanol
anidro foram adicionados 57,0 mg (0,7 mmol) de acetato de sédio e (16,0 mg)
de Pd/C 5% sob atmosfera de argdnio. A mistura foi mantida sob agitaco a

temperatura ambiente, sendo entdo purgado e adiionado uma bexiga contendo

™ Dao, D. H.; Hornes, S.; Okamura, M.; Akasaka, T.; Kawai, Y.; Hida, X.; Ohno, A.Bull. Chem. Soc. Jpn.,
1998, 71, 425
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hidrogénio. A reacdo foi mantido em agitac8o por 2,0 horas. Entdo, a mistura
foi filtrada em celite e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL), a fase
orgénica foi lavada com salmoura, seca com MgSQO; e cometradade sob
pressdo reduzida gerando um dleo amarelo que foi purificado em coluna de
silica gel (Hexano/acetato de etila 15%) formecendo 138 mg de_SI {95%).
Analise de rotagdo Otica foi reaslizada para determinacfio da configuracio

absoluta ¢ comprada com a literatura’.

OH

3

Oleo incolor. MM = 174,24 g/mol (CioH;505). [0*% = +3,8 (¢ 2,0 CHCL).
IV (filme) v (cm’) : 3450, 2958, 2840, 2780, 1728, 1120. RMN 'H (300,1
MHz,CDCL) & : 0,87 (3H,d, J = 7,3 Hz, H-6), 0,90 (3H,d, J = 7,3 Hz, H-7),
1,30 (3H, m, H-5, H-6 ¢ H-9), 1,4 -1,9 (5H, m, H-3, H-4 e H-5), 4,18(1H, m,
H-5), 4,24 (2H, q, J = 7,2 Hz, H-8). RMN de *C (75,0 MHz, CDCl;) 3: 14,6
(CHs, C-9); 22,6 (CHs, C-6 e C-7); 28,2 (CHa, C-5); 32,6 (CH,, C-4); 55,4
(CH, C-3), 62,0 (CH,, C-8); 71,1 (CH, C-2), 175,8 (Co, C-1).

5.298 Sintese de (ZR, 3R)-5-metil-2,3-oxirano-hexanoato de etila
48 |

35,6 mg (0,14 mmol) 41b foi adicionado a um baldo de 25,0 mL de

duas boca, contendo um tudo dessecante com CaCl,. Em uma das bocas
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adicionou-se 5,0 mL de etanol absoluto e 29,0 mg (0,21 mmol} de K,COs.
Ap6s 2,5 horas foi adicionado mais (15,0 mg) de K,CO; mantendo a reagdo
por mais 7,0 horas. A mistura reacional foi diluida com acetato de etila (50,0
mL) e de 4gua destilada (50,0 mL) e as fases foram separadas. A fase aquosa
foi extraida com acetato de etiia. (2 x 30,0 mL). As fases orgénicas foram
lavadas com salmoura (2 x 20,0 mL), secas com MgSO, e concentradas a
pressio reduzida gerando um 6leo amarelo que foi purificado em coluna de

silica gel (Hexano/acetato de etila 20%). Obteve-se 93% de 48.

Oleo incolor. MM = 172,22 g/ mol (CsHi603). [a]*’p = -3,0 (¢ 1,0 CHCL). IV
(filme) Vmax (cr’)) : 2953, 2949, 2920, 1752, 1183, 1016. EM m/z (%) : 85
(100), 157 (15), 144(12), 139 (1), 129 (20), 115 (50), 99 (45), 81 (42), 69 (90),
55 (60). RMN 'H (300,1 MHz,CDCL) & : 0,94 (3H,d, ] = 7,3 Hz, H-6), 0,99
(3H,d, J = 7.3 Hz, H-7), 1,31 GH, m, H-9), 1,33 -1,87 (3H, m, H-4 ¢ H-5),
3,19 (1H, m, H-3), 3,51 (2H, d, J=4,7 Hz, H-2), 4,27 2H, q, ] = 7,2 Hz, H-8).
RMN de *C (75,0 MHz, CDCly) &: 14,6 (CH,, C-9); 22,6 (CHs, C-7); 23,1
(CH,, C6), 26,7 (CH,, C-5); 36,2 (CHa, C-4); 53,1 (CH, C-3), 53,1 (CH, C-2),
61,8 (CH,, C-8); 168,8 (Cq, C-1). | |
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5.30 Sintese de (4S, S5R)-4-isopropil-2-metil-2-oxazolina-5-

carboxilato de etila 49

A uma solugiio de 25,8 mg (0,15 mmol) de 48 em 0.5 mL de
acetonitrila anidra sob atmosfera de argénio f@i' adicionado 0,? mL de
BF:-EtO. A mistura reacional fol mantida sob agitaciio por 4 horas a
temperatura ambiente. O excesso de acetonitrila foi evaporado e o residuo foi
diluido com é€ter (2,0 mL) e lavado com uma solucfo saturada de bicarbonato
de s6dio. As fases orgnicas foram cambinadaé e secas com MgSO, O
residuo obtido foi purificado em coluna de silica gel (Hexano/Acteto de etila
15%). O produto isolado 49 (98%) foi analisado por espectrometria no

infravermetho, espectrometria de massas, rotacfo 6tica e espectrometria de
RMN de 'He "C.

Oleo marrom. MM = 213,27 g/ mol (Cy;H;sNO3). [@]p = + 13,0 (¢ 1,6
CHCL). IV (filme) Vg, (cm™) : 2963, 2920, 2880, 1808, 1732, 1016. EM m/z
(%) : 156 (100), 213 (1), 198(7), 184 (1), 170 (5), 140 (40), 129 (13), 115
(16), 98 (8), 84 (85), 68 (46), 55 (15). RMN 'H (300,1 MHz,CDCl3) 6 : 0,98
(6H,m, H-8 e H9), 1,30 3H, t, J = 7,0 Hz, H-12), 1,32 -1,99 (3H, m, H-6 ¢ H-
7),2,05 3H, s, H-1), 4,1 (1H, m, H-4), 4,2 (2H, m, H-11), 4,42 (2H, 4, ] = 6,6
Hz, H-5). RMN de “C (75,0 MHz, CDCly) &: 14,2 (CHs, C-12); 14,5 (CHa,
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C-8 e C-9); 22,8 (CH,, C-1), 25,2 (CH,, C-7); 46,2 (CH,, C-6); 62,0 (CH,, C-
11); 70,3 {CH, C-4), 81,6 (CH, C-5), 164,1 (C,, C-2); 171,0 (C,, C-10).

5.31 Sintese de (28, 35)-3-acetilamino-2-hidroxi-5-

metilpentangato de etila 50 .

A 178,9,0 mg (0,84 mmol) de 49 foi adicionado 10,0 mL de uma
solu¢do de HCI (0,5 mol/L) e mantido sob agitacdo por 1,5 h. A mistura
reacional foi adicionado lentamente uma solucdo NaHCO; saturada até que se
atinja pH 9,0. A solugfo resultante ¢ mantida sob agitacfo por uma noite e
entdo € extraida com diclorometano (3x 20,0 mL). As fracdes orginicas
foram secas com MgSO, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O

produte foi purificado por recristalizac#o.

OH

MM = 231,29 g/ mol (C,;H,NOy). [0’ = - 13,0 (¢ 1,6 CHCly). IV (filme)
v (cm') ¢ 3335, 2991, 2924, 2820, 1810, 1728, 1203. EM m/z (%) : 86
(100), 216 (1), 207 (1), 198 (1), 174 (3), 158 (10), 128 (60), 116 (9), 60 (10).
RMN 'H (300,1 MHz,CDCL3) & : 0,97 (65,4, J = 6,7 Hz, H-6 ¢ H7), 1,32 (3H,
m, H-9), 1,33 -2,21 (3H, m, H-4 ¢ H-5), 1,97(3H, s, H-11), 4,18 (1H, d, ] =
2,3, H-3), 4,22 (2H, g, T = 7,1 Hz, H-8), 4,44 (2H, m, H-2), 5,63 (1H, 4, I =
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6,8 Hz, H-12). RMN de *C (75,0 MHz, CDCls) &: 14,1 (CH,, C-9); 22,3
(CHa, C-6 e C-7); 22,8 (CH,, C-11), 24,8 (CH,, C-5); 41,1 (CH,, C-4); 49,6
(CH, C-3); 62,4 (CH,, C-8); 72,2 (CH, C-2), 169,6 (Cy, C-10); 173,4 (Cs, C-
1.

5.32 Bioreducio de 3-bromo-2-oxo-heptanoato de etila 39

O procedimento € semelhante ao do item 5.5.2.1. Foram adicionados ao
reator 30,0 g de Saccharomyces cerevisine imobilizado em alginato de célcio,
300mL de solucfo tampdo fosfato pH 4,0 e 8,0 g de glicose Apés 2,0 horas o
pH da reac¢o foi medido e ajustado com uma solugdio de NH,OH 10 %, entéo,
adicionou-se 24.2 mmol de 39, lentamente durante 10h. A cada 6 h foi
adicionado a reagdo 1,6 g de glicose. A reagdo foi .acompanhada por CCD ¢
CG/EM e apds 24 horas extraiu-se a reagdo com acetato de etila e a fase

orgénica foi seca com MgSQO,, filtrada e concentrada a vacuo.

Br G
423

(28, 38)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de etila 42a

MM = 253,12 g/mol (C1H;7Br0;). IV (filme) vy (cm™) : 3440, 2958, 2908,
2890, 2820, 1737, 1055. EM m/z (%) : 81 (100), 207 (2), 181 (30), 163 (18),
155 (52), 127 (15), 99 (35), 75 (12), 57 (61). RMIN "H (300,1 MHz,CDCl3) & :
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0,93 (3H,t, J = 7,3 Hz, H-7), 1,31 (TH, m, H-5, H-6 ¢ H-9), 1,30 -2,00 (4H, m,
H-4 e H-6), 4,20 — 4,40 (2H, m, H-2 ¢ H-3), 4,27 (2H, q, J = 7,2 Hz, H-8),
RMN de “C (75,0 MHz, CDCI;) 8: 13,9 (CH,, C-9); 14,1 (CH,, C-7); 22,1
(CH,, C6), 29,9 (CH,, C-5); 35,4 (CH,, C-4); 57,5 (CH, C-3), 62,4 (CH,, C-8);
72,8 (Co, C-2); 171,9 (Cy, C-1).

(28, 3K)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de etila 42b

MM = 253,12 g/mol (CioH7BrOs). IV (filme) vinay (cm™) : 3440, 2958, 2908,
2890, 2820, 1737, 1055. EM m/z (%) : 81 (100), 207 (2), 181 (30), 163 (18),
155 (52), 127 (15), 99 (35), 75 (12), 57 (61). RMN "H (300,1 MHz,CDCl3)  :
0,94 3H,, = 7,3 Hz, H-7), 1,35 (7H, m, H-5, H-6 e H-9), 1,30 2,13 (4H, m,
H-4 ¢ H-6), 4,20 — 4,41 (4H, m, H-8, H-2 ¢ H-3). RMN de C (75,0 MHz,
CDCLy) &: 13,8 (CHs, C-9); 14,2 (CHs, C-7); 21,9 (CH,, C6), 29,8 (CH,, C-5);
33,5 (CH,, C-4); 57,2 (CH, C-3), 62,4 (CH,, C-8); 74,4 (Cq, C-2); 171,2 (Cy,
C-1).
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5.33 Determinaciio da configuracio absoluta de 3-bromo-2-

hidroxi-heptanoato de etila 423

A uma solugio de 177,0mg (0,7 mmol) de 42a em 3,0 mL de etanol
anidro foram adicionados 57,0 mg (0,7 mmol) de acetato de sédio e (16,0 mg)
de Pd/C 5% sob atmosfera de argdnio. A mistura foi mantida sob agitacéo a
temperatura ambiente, sendo entdo purgada e adicionado uma bexiga contendo
hidrogénio. A reagdo foi mantido em agitagfo por 2,0 horas. Entdo, a mistura
fol filtrada em celite e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL), a fase
orgénica foi lavada com salmoura, seca com MgSO. e concetradado sob
pressdo reduzida gerando um dlec amarelo que foi purificado em coluna de
silica gel (Hexano/acetato de etiia 15%) fornecendo 138 mg de 52 (95%).
Analise de rotagfio dtica foi realizada para determinaciio da configuragfo

absoluta e comparada com a literatura”.

MM = 174,24 g/mol (C1oH;305). IV (filme) vamy (cm™) : 3450, 2958, 2923,
2880, 2823, 1732, 1130, 1055. EM m/z (%) : 83 (100), 174 (2), 156 (1), 141
(1), 101 (60}, 74 (10), 55 (67). RMN "H (300,1 MHz,CDCl,) & : 0,91 (3H,t, J
=73 Hz, H-7), 1,29 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-9), 1,20 - 1,80 (4H, m, H-4 ¢ H-6),
4,10 — 4,40 (2H, m, H-2 e H-3), 4,24 (2H, q, ] = 7,0 Hz, H-8). RMN de °C

7 Dao, D. H.; Homes, S.; Okamura, M.; Akasaka, T.; Kawai, Y.; Hida, K.; Chno, A Bull. Chem. Soc. Jon.,
1998, 71,425
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(75,0 MHz, CDCls) 8: 13,9 (CHs, C-9); 14,2 (CHa, C-7); 22,4 (CH,, C6), 24,3
(CH,, C-5); 31,4 (CH,, C-4); 34,4 (CH, C-3), 61,6 (CH,, C-8); 70,4 (Co, C-2):
175,4 (C,, C-1).

5.34 Determinag¢iic da configuracio absoluta de 3-bromo-2-

hidroxi-heptanoato de etila 42b

A uma solugdo de 177,0mg (0,7 mmol) de 42b em 3,0 mL de etanol
anidro foram adicionados 57,0 mg (0,7 mmol) de acetato de sédio e (16,0 mg)
de Pd/C 5% sob atmosfera de argdnio. A mistura foi mantida.sob agitaciio a
temperatura ambiente, sendo entéio purgada e adicionado uma bexiga contendo
hidrogénio. A rea¢fo foi mantido em agita¢dio por 2,0 horas. Entfo, a mistura
fo1 filtrada em celite e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL), a fase
orgénica foi lavada com salmoura, seca com MgSO, e concetradado sob
pressdo reduzida gerando um &leo amarelo que foi purificado em coluna de
silica gel (Hexano/acetato de etila 15%) fornecendo 138 mg de 52 (95%).
Anslise de rotacio Otica foi realizada para determinagdo da configuracio

absoluta e comparada com a literatura’™.

" Dao, D. H.; Homnes, S.; Okamura, M.; Akasaka, T.; Kawai, Y.; Hida, K.; Ohno, A.Bull. Chem. Soc. Jpn.,
1998, 71,425 ,
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MM = 174,24 g/mol (CioHi503). IV (filme) Vi (cm™) @ 3450, 2958, 2923,
2880, 2823, 1732, 1130, 1055. EM m/z (%) : 83 (100), 174 (2), 156 (1), 141
(1), 101 (60), 74 (10), 55 (67). RMN 'H (300,1 MHz,CDCl;) § : 0,91 GH,t, J
=73 Hz, H-7), 1,29 3H, t, J= 7,0 Hz, H-9), 1,20 - 1,80 (4H, m, H-4 ¢ H-6),
410 — 4,40 (2H, m, H-2 e H-3), 424 (2H, q, J = 7,0 Hz, H-8). RMN de °C
(75,0 MHz, CDCls) 8: 13,9 (CH;, C-9); 14,2 (CH;, C-7); 22,4 (CHy, C6), 24,3
(CH,, C-5); 31,4 (CH,, C-4); 34,4 (CH, C-3), 61,6 (CH,, C-8); 70,4 (Co, C-2);
175,4 (C,, C-1).
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EO1. Espectro de RMN de 'H de madelato de etila 2 .
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E13. Espectro de RMN de 'H de (2S 3R)-3 bromo 2-hidroéxi-fenilbutanoato
de etila 24b
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El8, Eépectro no IV de (R)-2-hidroxi-4-fenilbutanocato de etila 26
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E19. Espectro de RMN de 'H de 3-cloro-2-oxo-fenilbutanoato de etila 27
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E20. Espectro de RMN de *C de 3-cloro-2-oxo-fenilbutanoato de etila 27
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E21. Espectro no IV de 3-cloro-2-oxo-fenilbutanoato de etila 27
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E22. Espectro de massas de 3-cloro-2-oxo-fenilbutanoato de etila 27
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E25. Espectro no IV de (25,35) 3-cloro-2-hidréxi-fenilbutirato de etila 25a
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E27. Espectro de RMN de 'H de {(25,3R) 3-cloro-2-hidroxi-fenilbutanoato de
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E34. Espectro de massas de (25,3s) 3-bromo-2-carbetoxi-fenilbutanoato de
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E38. Espectro de massas de (2R, 3R)-4-fenil-2,3-oxiranobutanoato de etila 29
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E45. Espectro no IV de (45,5R)-4-benzil-2-metil-2-oxazolina-5-carboxilato de
etila 32
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E49. Espectro no IV (2R, 38)4-fenil-2-hidroxi-3-acetilamino-butanoato de
etila 33

194



© 94
S £a4
o
o
{3).__
-
=
gs.,w-—;-—~
tine
[ =
(D..__..__.
o -
o
LES e
T
™
o] p:
= =i
o ]
o =
= 7
[rr Puw:
L -
- a3
- ]
(=] -
~ S
P~
) : "
D . =1

200

180

180

120

400

80

60

40

Espectros
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E52. Espectro de RMN de “°C de 3-bromo-2-oxo-fenilpropionato de etila 37
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E53. Espectro no IV de 3-bromo-2-oxo-fenilpropionato de etila 37
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E54. Espectro de massas de 3-bromo-2-oxo-fenilpropionato de etila 37
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E61. Espectro no IV de 3-bromo-2-0x0-5-metil-hexanoato de etila 38
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E62. Espectro de massas de 3-bromo-2-0x0-5-metil-hexanoato de etila 38
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E63. Espectro de RMN de 'H de 3-bromo-2-oxo-heptanoato de etila 39
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E64, Espectro de RMN de °C de 3-bromo-2-oxo-heptanoato de etila 39
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E65. Espectro no IV de 3-bromo-2-oxo-heptanoato de etila 39
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E69. Espectro no IV de (2§, 35)-3-bromo-2~hidxéxi-fenﬂpr0pancato de etila
40

214



- Espectros

fee Olz 0ac OGE Obe Ok Oet OVZ QOC OB OBL 0% 091 0Gi Opl Ol OCL

R TETERRENEN]

IR RREEEAWRR

0L O0DL 08 08 0L 09 OS

<==Zfll

.._::__:__«_._w__:__:.w..:_:_.____h_:m_w::_m

ziz 1
G2

e

.
i

i

&

gee

T

602 1o

z |

€61

L_ 1"as} 4

694

A4

'

2518

=190

€0l

wra e binar b dsena Loy ads sy faas
s ﬂ:_ _ﬁ __3_ __*_ .__

/1 G

S8

o)

00005

000004
000051
000002
000082
00000E
0000SE
0000
0000SY
000008
000085
000009

000069

[oUepUnay

-hidroxi-fenilpropanoato de

E70. Espectro de massas de (2S5, 35)-3-bromo-2

etila 40

213



Espectros

ppm

iy

e [

. M ﬁ I

E71. Espectro de RMN de 'H de (4R, 3R)-fenil-2,3-oxiranofenilpropanoato de
etila 43

216



Espectros

T
ppm

28

44

&0

Bg

1zn

T
140

T
is8¢e

E72. Espectro de RMN de °C de (4R, 3R)-fenil-2,3-oxiranofenilpropancato
de etilz 43

217



i
<
|

?

/
9

|

i

g’/
i

f
1000

Especiros

2000

Wavenumber (crn-1)

f
3000

4000

bit]

=] <
(F+3

{%) souegwues |

40

E73. Espectro no IV de (4R, 3R)-fenil-2,3-oxiranofenilpropanoato de etila 43

218



Espectros

mmwom_\mm_:&omwmmwm&nrmwwQhw_.mmwcm_\mvwcwrmmwomrm_wvom_.mrwozmm:on_: 58 sm mm G.w mh ON. mw Qm mm om m¢ <o f U
Eaealegnl In) axedpgaala 14 L1 alyggeled iy L

L T T T T -

e7A oL LS
Z61 v Q001
. . §9

<

e

000g

0.0,414

Bl 0008

6L
¥ ) 40 00s€

oooy

cosy

000G

0055

Gl 0009

0068

aouepuniy

219

-2,3-oxiranofenilpropanoato de etila

E74. Espectro de massas de (4R, 3R)-fenil

43



Espectros

ppm

|

v ==
E75. Espectro de RMN de 'H de 3-fenil-2-metil-2-oxazolina-5-carboxilato de
etila 44 '

220



Espectros

ppm

zZ0

1
69

{
80

T
100

:
raa .

|
160

T
180

f
208

E76. Espectro de RMN de ’C de 3-fenil-2-metil-2-oxazolina-5-carboxilato de
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E77. Espectro no IV de 3-fenil-2-metil-2-oxazolina-5-carboxilato de etila 44
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E81. Espectro no IV de 4-fenil-2-hidroxi-3-acetilamino-butirate de etila 45
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E86. Espectro de RMN de 'H de (25, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-S-metil-

heganoato de etila 41b
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E87. Espectro de RMN de "C de (25, 3R)«3»—bromo-iZ-hidrdxi-S-metﬂ-

hexanoato de etila 41b
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E88. Espectro no IV de (25, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-5-metil-hexanoato de etila
41b
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E89. Espectro de massas de (25, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-5-metil-hexanoato de
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E90. Espectro de RMN de 'H de (R)-2-hidroxi-5-metil-hexanoato de etila 51
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E91. Espectro de RMN de "C de (R)-2-hidroxi-3-metil-hexanoato de etila 51
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E92. Espectro no IV de (R)-2-hidroxi-5-metil-hexanoato de etila 51
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E93. Espectro de RMN de 'H de (2R, 3R)-5-metil-2,3-oxirano-hexanoato de
etila 48
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E%94. Espectro de RMN de BC de (2R, 3R)-5-metil-2,3-oxirano-hexanoato de

etila 48
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E95. Espectro no 1V de (2R, 3R)-5-metil-2,3-oxirano-hexanoato de etila 48
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E96. Espectro de massas de (2R, 3R)-5-metil-2,3-oxiranc-hexanocato de etila
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E97. Espectro de RMN de 'H de {45, 5R)-4-isopropil-2-metil-2-oxazolina-5-

carboxilato de etila 49
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E98. Espectro de RMN de C de (4S, 5R)-4-isopropil-2-metil-2-oxazolina-5-

carboxilato de etila 49
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E99. Espectro no IV de (4S, 5R)-4-isopropil-2-metil-2-oxazolina-5-carboxilato
de etila 49
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E100. Espectro de massas de (45, 5R)-4-isopropil-2-metil-2-oxazolina-5-

carboxilato de etila 49
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E101. Espectro de RMN de 'H de (2S, 3S)-3-acetilamino-2-hidroxi-5-
metilpentanoato de etila 50
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E102. Espectro de RMN de “C de (2S, 3S)-3-acetilamino-2-hidroxi-5-
metilpentanoato de etila 50
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E103. Espectro no IV de (28, 35)-3-acetilamino-2-hidroxi-S-metilpentanoato
de etila 50
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E105. Espectro de RMN de 'H de (25, 35)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de
etila 42a
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E106. Espectro de RMN de °C de (28, 38)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de
etila 42a
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E107. Espectro no IV de (28, 38)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de etila 42a

252



Especiros

T

180 250 210

181

H
170 180

163
;

|
-
160

42a
149
T
140 150

T
130

i
¥

127

122

I
120

108
!
110

I REREEINIAN

100

99

Ll

75

i
}

69

57
1

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
G

Abundance
nfz>

E108. Espectro de massas de (28, 35)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de etila
42a
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E109. Espectro de RMN de 'H de (25, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-heptanocato de
etila 42b
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E110. Espectro de RMN de C de (25, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de
etila 42b |
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E111. Espectro no IV de (28, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de etila 42b

256



Especizos

181
, l“!i
80

163

155

,O\/ 9
8
1
¥ 1
14 150

42
%

l
T

127
122
15 h|il|l:

i
L

108
;1‘!1

e 1?, I

a1

75

.

69

57
I,!L i,,h

Abundance
14000
12000
10000

8000
6000
4000
2000

0

E112. Espectro de massas de (28, 3R)-3-bromo-2-hidroxi-heptanoato de etila
42b
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E113. Espectro de RMN de 'H de (R)—2-hidroxi-heptanoato de etila 52
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E113. Espectro de RMN de °C de (R)--2-hidroxi-heptanoato de etila 52
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E113. Espectro no IV de (R)--2-hidroxi-heptanoato de etila 52
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E113. Espectro de massas de (R)--2-hidroxi-heptanoato de etila 52
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