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RESUMO

Neste trabalho, foram estudadas algumas metodologias de redugéo
enantiosseletiva da dicetona pro-quiral 1-fenil-1,2-propancdiona (3) por fermento de
pao (Saccharomyces cerevisiae). Esta dicetona foi sintetizada a partir da o-
oximagac da propiofenona (7) (68-80%), seguido da hidrélise da (2£)-1-fenil-1,2-
propanodiona 2-oxima (8) (62-77%). O grande interesse na redugao microbioldgica
de 3 & a possibiidade de obtengdo de (R)-1-fenil-1-hidroxi-2-propanona (4), pois
(R)-4 pode sofrer uma aminag¢&o redutiva produzindo diretamente aminoalcoois com
alto e.e., como a efedrina. Assim, a obtencdo de (R)-4 com 21% de rendimento e
96% de e.e. foi possivel através de uma condicdo reacional de reducio com
utilizag&o de borbulhamento de nitrogénio e oxigénio. Outros dois produtos podem
ser obtidos na reducdo microbioldgica de 3 utilizando-se diferentes condigdes;
(S)-1-fenii-2-hidroxi-1-propanona (5) (45-68% e e.e. 96%) e (1R,2S8)-1-fenil-1,2-
propanodiol (6) (74-97% de rendimento, e.e. >99%). A partir da obtencao de (R)-4,
(S)-5 e (1R,25)-6, algumas rotas foram investigadas com interesse na obtencdo de

aminoaicoois oticamente ativos a partir destes compostos.



ABSTRACT

in this work, some methodologies for enantioselective reduction of the
prochiral diketone 1-phenyl-1,2-propanedione (3) mediated by Baker's Yeast
(Saccharomyces cerevisiae) had been studied. This diketone was synthesized by
a-oxymation of propiophenone (7) (68-80%), followed by acidic hydrolysis of
(2E)-1-phenyl-1,2-propanodione 2-oxime (8) (62-77%). The great interest on
microbial reduction of 3 is to access (R)-1-hydroxy-1-phenyl-2-propanone (4),
because (R)-4 can undergo a reductive amination producing aminoalcohols in high
e.e. Thus, (R)4 was obtained, 21% of isolated yield and 96% e.e., using a
nitrogen/oxygen bubbling reduction condition of 3. Other two compounds were
obtained from 3, under different conditions; (S)-2-hydroxy-1-phenyl-1-propanone (5)
(45-68%; 96% e.e.) and (1R,2S)-1-phenyl-1,2-propanediol (6) (74-97%: >99% e.e.).
Some routes were developed in order to obtain chiral aminoalcohols from these

compounds.
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1- INTRODUGAO

1.1 - CONSIDERAGCOES GERAIS

As oxidoredutase do Saccharomyces cerevisiae s&o um dos biocatalisadores
mais versateis e de menor custo, pois este microrganismo & de facil manuseio e ndo
requer nenhum cuidado especial, nem a necessidade de adigéo de cofatores que ja
estdo disponiveis nas células.’

A reducdo enantiosseletiva de compostos carbonilicos por microrganismos
constitui-se numa das maiores aplicagdes de biocatalise em sintese organica. Este
tipo de redugéo foi, originariamente, descrito em 1918 para a reducdo do furfural
para alcool furfurilico.?

As grandes metas da utilizagdo de Dbiotransformagbes podem ser
consideradas: conversédo seletiva de grupos funcionais a outros grupos, introducao
de centros quirais, e funcionalizagéo de carbonos n&o reativos. Aplicagdes no setor
energético, além da utilizagdo em &reas de poluicdo ambiental também sdo de

grande interesse.?

1.2 - UTILIZAGAO DE BIOCATALISADORES: VANTAGENS E DESVANTAGENS
As células apresentam um grande nimero de enzimas, varias podendo atuar

ao mesmo tempo acarretando uma possivel perda na seletividade. No entanto,

' a) Rodrigues, JAR. Moran, PJS. Quim. Nova 2001, 24, 893-897, b) Moran. P.1.S.; Rodrigues, J.AR.: Joekes, L; Brenelli.
E.CS, Leite. R.A. Biocatalysis 1994, 9, 321-328; ¢) Sorrilha, A.E.P.M.; Marques, M.; Joekes, 1., Moran, P.J.S.; Rodrigues, JAR.
Biocorg. Med. Chem. Lett. 1992, 2, 191-196;

* Csuk, R ; Glanzer, B. 1. Chem. Rev. 1991, 91, 49,



modificagbes podem s;er realizadas nas condigbes experimentais, influenciando

assim, a atividade do microrganismo.

As enzimas formam produtos seletivamente, esta caracteristica é muito Util
nos processos industriais, por que se formam quantidades minimas de produtos
secundarios, eliminando a necessidade de separagdo de subprodutos e,
consequentemente, ocorre a reducéo dos efluentes industriais.

Os biocatalisadores (enzimas) apresentam as seguintes vantagens:
¢ Sao catalisadores muito eficientes: processos mediados por enzimas s&o mais

acelerados quando comparados com processos ndo enzimaticos e processos
catalisados quimicamente. Portanto, a maioria dos processos enzimaticos €
realizado em baixissimas concentragbes do catalisador;

¢« S3o0 ambientalmente corretos: diferentemente dos metais pesados utilizados na
catéalise quimica, os biocatalisadores s&o completamente biodegradaveis;

e Reacdes ocorrem em condigdes brandas: porque atuam no metabolismo de
células vivas, as enzimas agem & pressio atmosférica, temperatura proxima a
ambiente e pH préximo a neutro;

o Sao compativeis entre si; algumas enzimas normalmente atuam em condigbes
similares;

e Aceitam substratos ndo naturais: exibem larga tolerancia a substratos n&o
naturais e, freqientemente, as reagdes s&o realizadas em meio N&o aquoso,
quando vantajoso para o processo, © meic aquoso pode ser trocado por solvente

organico;
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Podem catalisar uma larga faixa de reagdes: hidrolises, reacdes de oxidagio-
reducdo, adicdo-eliminacdo de agua, halogenacdo € desalogenacdo, entre
outras;
Apresentam os principais tipos de seletividade:
Quimiosseletividade: desde que a proposta de uma enzima € agir sobre um Unico
tipo de grupo funcional, outras fungdes sensiveis que normalmente reagiriam
sobre condigdes de catalise quimica, permanecem inalteradas ao processo
enzimatico;
Regiosseletividade e diastereosseletividade: devido & sua estrutura
tridimensional, enzimas podem fazer distingdo entre grupos funcionais que estdo
quimicamente situados em diferentes regides da mesma molécula do substrato;
Enantiosseletividade: quase todas as enzimas sao formadas de L-aminoacidos,
como consequéncia, qualquer tipo de quiralidade presente no substrato é
reconhecido durante a formagdc do complexo substrato-enzima, entdo um
substrato pro-quiral é transformado em um produto com atividade ética

Algumas desvantagens da utilizag&o de biocatalisadores séo:
Enzimas puras e isoladas sdo caras, mas dependendo da eficiéncia do processo,
a utilizacao de enzimas € preferivel.
Enzimas sao fornecidas pela natureza somente em uma forma enantiomérica:
ndc ha como criar as imagens especulares das enzimas a partir de
D-aminoacidos, & impossivel inverter a inducdo quiral de uma reagdo enzimatica

simplesmente pela utilizagdo do “outro enatidbmero” do biocatalisador, estratégia



possivel quando se utilizam catalisadores quimicos quirais. Neste caso, deve-se
buscar outro catalisador enzimatico que possua estereosseletividade inversa;
Exigem parametros de operacdo especificos: a obvia vantagem das enzimas
agirem sob condi¢cbes brandas pode se tornar um problema, se as reagdes
biocatalisadas ocorrerem lentamente nas condigdes naturais de temperatura e
pH. A maioria das proteinas sdo desativadas quando submetidas a altas
temperaturas bem como valores extremos de pH e altas concentragbes salinas.
A alternativa de diminuir a temperatura de reagéo, para se ganhar um aumento
na seletividade, também pode limitar a transformacéo enzimatica;

Apresentam sua atividade catalitica maxima em meio aquoso: a maioria dos
compostos organicos é pouco solavel ou insollvel em agua, entdo, s vezes, é
necessario trocar as reagdes enzimaticas aquosas para o meio organico, porém
pode ocorrer a perda de atividade enzimatica;

Algumas classes de enzimas sdo limitadas pelos seus cofatores: embora
enzimas sejam extremamente flexiveis a aceitar substratos nao-naturais,
algumas classes sdo limitadas pelos seus cofatores que servem como
transportadores de equivalentes redox, como NAD(P)H, ou energia quimica
(ATP). A maioria destes reagentes bioiogicos s&o moléculas relativamente
instaveis e s@o proibitivamente caras para serem utilizadas em quantidades
estequiométricas;

S&o passiveis de sofrer inibigdo pelo substrato: muitas reagdes enzimaticas sdo

passiveis a inibigdo pelo substrato ou pelo produto, que leva a enzima a parar de



trabalhar a altas concentragbes de substrato e/ou produto, fator limitante a
eficiéncia do processo;
Estas desvantagens foram bastante amenizadas nos Uditimos anos pelo
aperfeicoamento e desenvolivimento de diversas técnicas de reages catalisadas por
microrganismos. Algumas modificagbes mais comuns s30 o uso de solventes

organicos, adigéo de inibidores e técnicas de imobilizago.®

1.3 — PROPRIEDADES ENZIMATICAS E ASPECTOS MECANISTICOS

A estrutura peptidica de uma enzima permanece em uma estrutura
tridimensional, que possui o0 menor AG que é determinado, predominantemente, pela
sua sequéncia primaria. Devido ao seu ambiente aquoso, os grupos polares
hidrofilicos se localizam na superficie mais externa da enzima, a fim de permanecer
hidratados, e os substituintes lipofilicos escondidos na parte interna, como
consequéncia & enzima € recoberta por uma camada de Agua que ndo pode ser
removida por liofilizagéo. Esta agua residual (em torno de 5-10% do peso total da
enzima liofilizada), esta firmemente ligada a superficie da enzima por pontes de
hidrogénio, € chamada de &gua estrutural, responsavel pela manutencdo da
estrutura tridimensional da enzima e, entdo, pela sua atividade.

As enzimas s&o intrinsecamente instdveis em solugdo e podem ser
desativadas por denaturagéo, causada pelo aumento da temperatura, pH externo ou
um ambiente dielétrico desfavordvel. Alguns tipos de reagdes que levam a

desativacdo da enzima estdo listados a seguir:

® Faber, K. Biotransformations in Organic Chemistry, 4* ed., Springer, Nova lorque, 2000;
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Rearranjo das cadeias peptidicas: comegam entre 40-50°C, muitos desses
rearranjos sao reversiveis e inofensivos a enzima

Hidrolise das ligagdes peptidicas das cadeias: os grupos aminoacidos podem ser
hidrolisados, e afim de se tornar hidratados estes novos grupos formados (-
COO’) migram para a superficie da enzima causando um rearranjo na estrutura
da enzima;

Os grupos tidis podem se converterem para pontes dissulfeto (-S-S-), levando a
uma moedificac&o na estrutura da proteina:

Reacges de eliminagéo e oxidagdo causam a destruicdo da proteina;

Entre numerosas teorias e racionalizagdes de acao enzimatica desenvolvidas,

0s modelos mais ilustrativos para os quimicos organicos so:

Mecanismo “chave-fechadura™ primeira proposta para um mecanismo geral de
acao enzimatica, desenvolvida por Fischer em 1894, assume gque uma enzima e
seu substrato interagem como uma fechadura e uma chave, respectivamente,
esta teoria assume que a estrutura da enzirﬁa € completamente rigida. Sendo
assim, em certos casos, esta teoria ndo explica porque substratos grandes
interagem com enzimas em velocidades maiores que substratos pequenos,
devido ao dificil acesso dos substratos grandes aos sitios ativos da enzima, os
substratos pequenos teriam maior facilidade de interagir com o centro ativo;

Mecanismo de ajuste induzido: esta racionalizag&o, apresentada por Koshland no
fim da década de 60, leva em conta que a enzima ndo & inteiramente rigida,

apresentando uma estrutura delicada e sensivel. Esta teoria assume que a



enzima pode mudar a sua conformac&o sob a influéncia da estrutura do substrato
para se acomodar ac mesmo, durante a formacdo do complexo enzima-
substrato. A teoria do ajuste induzido pode explicar como substratos com
diferentes caracteristicas estruturais podem ser convertidos pelas enzimas. As
enzimas mais tipicas de ataque induzido s&o as lipases:;

Teoria da dessofvatacdo: desenvolvida recentemente por Dewar, na tentativa de
explicar as altas velocidades de conversdo das reagdes enzimaticas gue sao
mais rapidas que os processos equivaientes catalisados quimicamente. A teoria
da dessolvatagéo assume que a cinética das reacfes enzimaticas tem muito em
comum com as reagoes na fase gasosa. Quando o substrato entra no sitio ativo,
substitui todas as moléculas de agua que o solvatam pelo sitio ativo da enzima,
ocorrendo uma reac&o sem a presenga do solvente semelhante a uma reagao
em fase gasosa . Esta teoria explica porque substratos pequenos (mais
solvatados) séo frequentemente convertidos mais ientamente gue seus anaiogos
maiores;

Regra do ataque em trés pontos: a racionalizagdo mais utilizada para a
explicac@o da estereosseletividade das enzimas foi sugerida por Ongston. Desde
que a quiralidade € uma propriedade espacial, um substrato deve estar
firmemente posicionado em trés dimensdes para adquirir um alto nivel de
estereosseletividade. Como conseqUéncia, deve haver pelo menos trés

diferentes pontos de ligagdo do substrato ao sitio ativo da enzima.>



1.4 — EFEDRINA E OS AMINOALCOOIS QUIRAIS

Devido & grande importancia dos derivados de 1,2-aminoélcoois 6ticamente
puros como drogas quimioterapéuticas, auxiliares quirais e blocos construtores
quirais em sintese orgénica, a sintese estereosseletiva destes compostos tem se
tornado o objetivo de muitos grupos de pesquisas.*® Grandes esforgos foram gastos
nas dltimas décadas para encontrar rotas alternativas para sintese enantiosseletiva
de efedrina (1) e seus analogos, durante este periodo vérios métodos foram
investigados.®

O hidrocioreto de L-efedrina (2), um medicamento tradicional, obtido de
extratos de plantas medicinais pertencentes ao género Ephedra, tem sido usado por
milhares de anos como remédio de populares na China para induzir transpiragao,
suavizar a respiragéo e facilitar a excregdo de urina. A efedrina foi, primeiramente,
isolada em 1855, e o interesse internacional nessa droga foi estimulado pelas
investigagbes classicas da Chem & Schmidt em 1930, que publicou seus efeitos

cardiovasculares e suas semelhancas com epinefrina.®

H

NHCH;-HCI
2

A efedrina € uma droga que possui atividades agonistas a- e B-adrenérgicas,

atuando no sistema nervoso simpatico e € um ingrediente de varios produtos

* Ager. D.].; Prakash. L; Schaad, D.R. Chem. Rev. 1996, 96, 835:

* a) Kreutz, O.C.; Moran, P.JS.; Rodrigues, J.A.R. Tetrahedron Asymmetry 1997, 8, 2649; b) Kreutz, O.C; Segura. RCM.:
Rodrigues, LAR.; Moran, P.J.S. Tetrahedron Asymmetry 2000, 11, 2107,

€ a) Rogers, P.L.; Shin, H.S. Weng, B. Adv. Biochem. Eng. Biotechnol 1997, 56, 33; b) Kanerva, L.T. Acta Chem. Scand. 1996. 50.
234; ¢) Reddy, G.V.. Rao, G.V.; Sreevani, V; lyengar, D.S. Tetrahedron Letr. 2000, 41, 953; d) Bergemeier, S.C. Tetrahedron 2000,
386. 2561; e} Rosche, B.; Sandford, V.; Breuer. M.; Rogers, P. Appl Microbiol. Biotechmol. 2001, 57, 309; f) Shukla, V.B.; Madyar,
V.R; Khadilkar, B.M; Kulkarni, P.R. J. Chem. Technol. Biotechnol. 2002, 77, 137, g) Cho, B.T. Aldrichimia Acta 2002, 35, 3:



farmacéuticos, utilizados como descongestionantes nasais e antiasmaticos
(broncodilatadores). A efedrina estimuia a libera¢éo de noradrenalina dos neurdnios
simpaticos, estimula a freqléncia e 0 débito cardiacos e aumenta de modo variavel
a resisténcia periférica, em consequéncia, a efedrina costuma elevar a presséo
arterial. A estimulagc&o dos receptores a-adrenérgicos das célutas musculares lisas
na base da bexiga pode aumentar a resisténcia ao fluxo urindrio e ativagdo dos
receptores B-adrenérgicos nos pulmdes promove a broncodilatagdo. Recentemente,
também foi reportada atuac&o no controle da obesidade.*’

A biodisponibilidade de 2 na planta da gqual € extraida, é insuficiente e a
necessidade de desenvolvimento de uma tecnologia para a sua produgéo tornou-se
importante. Além do uso farmacéutico, esta classe de compostos & muito utilizada
em sintese organica, na preparagéo de eficientes auxiliares quirais.®

Um importante intermediario quiral da sintese da efedrina é o
(R)«-)-1-fenil-1-hidroxi-2-propanona (4), que foi um dos primeiros intermediarios
quirais obtido por biotransformagdes em escala industrial, sintetizado ha mais de 60
anos por fermentagdo envolvendo uma condensagdo aciloinica em processo de
batelada. Como varias outras biotransformagbes usando ceélulas vivas, estes
processos fermentativos s&o limitados por varios fatores, incluindo sensibilidade das
células e a produgdo de alguns subprodutos, reduzindo assim o rendimento e a

enantiosseletividade ®

" Hardman, 1.G.; Limbird, L.E.; Molinoff, P.B.; Ruddon, R. W.; Gilman, A.G. Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics 9 ed, McGraw-Hill, 199. 1996:
% Goetz, G.; Iwan, P.; Hauer, B.; Breuer, M.; Pohi, M. Biotechnol. Bioeng. 2001, 74, 317-325;
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1.5 - REDUGOES MICROBIOLOGICAS

Enzimas empregadas em reagdes redox sdo classificadas em trés categorias
desidrogenases, oxigenases e oxidases. As desidrogenases tém sido largamente
utilizadas na redugé@o de grupos carbonilicos de cetonas e aldeidos, e de ligagdes

duplas carbono-carbono.

JU.
0 =
R "R, Desidro R Ry Rf/\ Rz
ou / \——
Cofator-H Cofator
R; \2_/ Bip &y
X oL o,
X
Esquema 1

As oxigenases utilizam oxigénio molecular como co-substrato e tem mostrado
particular utilidade para as reagbes de oxidagéo, pois s&0 capazes de catalisar a
funcionalizagéo de ligagdes C-H e C=C n&o funcionalizadas através de processos de
hidroxilagdo e epoxidag@o, respectivamente. As oxidases, que s30 responsaveis
pelas transferéncias de elétrons, tem sido utilizadas em menor quantidade em
biotransformacéo de compostos organicos n&o-naturais, porém tem apresentado um

pequeno crescimento em sua utilizagdo.
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1.5.1 - REGRA DE PRELOG

Uma larga variedade de cetonas podem ser reduzidas estereosseletivamente
utilizando-se desidrogenases para fornecer aicoois secundarios. Durante o curso da
reagao, a enzima pode liberar o hidreto, preferencialmente, pelo lado re ou pelo lado
si da cetona para fornecer, em sistemas simples, os alcoois (S) ou (R),
respectivamente. Para a maioria dos casos, a estereoquimica do curso da reagdo, a
qual depende das caracteristicas estereoquimicas do substrato, pode ser inferida
por um simples modelo empirico chamado regra de Prelog.® A regra de Prelog é
baseada na estereoquimica de redugbes microbiologicas utitizando Curvularia
falcata e estabelece que desidrogenases liberam o hidreto predominantemente pela
face re de uma cetona pro-quiral. Para esta regra, as desidrogenses levam em
consideracao, somente o fator estérico dos grupos P e G (Esquema 2), nédo

seguindo a regra de prioridades de Cahn-Ingoid-Preiog.

O o~

NAD(PH NADP)"

mo

G: grupo grande
P: grupo pequeno

Esquema 2

1.5.2 - REDUGOES MICROBIOLOGICAS UTILIZANDO CELULAS INTEGRAS
Ao contrario de desidrogenases isoladas, que requerem uma reciclagem
sofisticada de cofatores, células integras microbiais podem ser utilizadas. Estas

células possuem varias desidrogenases que sao capazes de aceitar substratos n&o-
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naturais e todos os cofatores e caminhos metabdlicos necessarios para a sua
regeneragéo. Como conseqiéncia, fontes de carbonos baratos, como glicose ou
sacarose, podem ser utilizados como substratos auxiliares para as reacdes de
redugdo enantiosseletiva. Ademais, todas as enzimas e cofatores estio bem
protegidos dentro do ambiente celular natural. Estas vantagens devem ser levadas
em consideraco, lado a lado, com alguns inconvenientes:

e A produtividade das conversdes microbiais € normalmente baixa, pois a maioria
dos substratos n&o-naturais s&o toxicos para 0s organismos vivos e, portanto,
s&o tolerados somente em baixas concentragées (~0,1-0,3% por volume);

* A grande quantidade de biomassa presente no meio reacional provoca um baixo
rendimento global e torna problematico a recuperagéo do produto, principalmente
quando o produto é armazenado dentro da céluia, e ndo é excretado para o meio
reacional;

¢ Finalmente, linhagens diferentes de um mesmo microrganismo podem possuir
diferentes especificidades, entdo € importante usar exatamente a mesma cultura
para obter resultados comparaveis com a literatura.

As baixas estereosseletividades podem ser causadas pela atuagdo de duas
enzimas, cada uma com grande mas estereosseletividades opostas, competindo
pelo mesmo substrato, sendo o excesso enantiomérico do produto determinado
pelas velocidades relativas das reagdes individuais.

As técnicas gerais seguintes podem ser aplicadas para acentuar a

seletividade das reagdes de reducao microbiocldgicas:
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e Mocodificagio do substrato: a utilizag&o de grupos protetores que podem ser
removidos apds a transformacgéo;

* \Variacdo dos parametros metabdlicos através de imobilizagao;

s Utilizagédo de células de diferentes idades;

» Variagdo das condicdes de fermentagao;

» “Screening” de microrganimos para obter linhagens com propriedades étimas;

» Inibicdo ou ativagdo seletiva de uma das enzimas competitivas:®

¢ O uso de solventes organicos de diferentes hidrofobicidades.®

1.5.3 - REDUGOES MICROBIOLOGICAS MEDIADAS POR SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

O fermento de pdo (Saccharomyces cerevisiae) € o microrganismo mais
utilizado para redugdo enantiosseletiva de cetonas, sendo ideal para n&o-
microbiologistas.‘.Cetonas alifaticas e aromaticas simples sao reduzidas por fermento
de pao de acordo com a regra de Prelog para os correspondentes (S)-alcoois com
elevados valores de excesso enantiomérico.®

Takeshita e colaboradores'®

obtiveram os compostos (R)-4 (36%; 89% e.e.),
(S)-5 (46%; 94% e.e.) e (1R,2S5)-6 (7%; 89% e.e.) a partir da redugdo microbiolégica
da 1-fenil-1,2-propanodiona (3) a 9°C (Esquema 3). Estes pesquisadores relataram,

através do monitoramento desta redugdo por espectroscopia de RMN de 'H, que 3

® Ohno, A Rev. Heteroatom. Chem. 1999, 20, 29;

' a) Ohta, H.; Yamada, H.; Tsuchihashi, G. Chem. Let. 1987, 2325. b) Takeshita, M.; Sato, T. Chem. Pharm. Bull., 1989, 37, 1085.
¢) Nakamura, K.; Kondo, S; Kawai, Y., Hida, K.; Kitano, K.; Ohno, A. Tetrahedron. Asymmetry 1996, 7, 409; d) Chenevert, R.;
Thiboutot, S. Chem Lert. 1988, 1191,
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era reduzido para formar (1R,25)-6 apresentando como intermedidrios de reagéo

(R)-4 e (S)-5.

H

O O
3 (R4 -5 (IR.25)6

Esquema 3
Enquanto, Chenevert e Thiboutot'™ obtiveram o composto (S)-5 através da
redugao microbioldgica de 3, utilizando controle de pH (tampéo de fosfato pH 5) com
rendimentos quimicos de 80% e excessos enantioméricos na faixa de 95%

(Esguema 4).

3 (S-5
Esquema 4
Estes pesquisadores observaram também QUe quando o pH era maior, ocorria
a formacéo da mistura de § e do respectivo diol, 1-fenil-1,2-propanodiol (6). A
explicagdo provavel proposta por eles para este fato foi que a reagcdo envolvia a
formagcéo de um enediol (Esquema 5), com posterior reducdo ao diol com a lenta

racemizagéo do composto 5.

H H ]
— ——ten —i
OH O OH
6

Esquema 5

(55
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Nakamura e colaboradores'® também estudaram a reducio de uma série de
a-dicetonas, propondo a utilizagdo de inibidores (metil vinil cetona), pré-tratamento
térmico do microrganismo (aquecimento do meio reacional contendo o
microrganismo a temperatura de 53 °C) e reacdo a pH 7, como uma forma de
reprimir a formag&o do diol, incrementando o rendimento guimico dos cetdis e a

regiosseletividade das redugdes microbiologicas de a-dicetonas (Esquema 8).

H 3:R=Ph, R=Me
3a:R=Ph, R=Et
/ R 3b:R=Ph,R7Pr
4 0O j\/R 3c: R=CH;p; R= Me
BY R/ Y 7 3d:R;=0-MeCeHg R=Me
O O 3e: Ri= p-MeCgHy, R=Me
3 \ j\/Rz - 3f Ry= p-MeOCH, R~ Me
3g: R=p-CICgHy, R=Me

¢ OH 3h: Ry= 2-tienil, R;= Me

Esquema 6

Na redugdo microbiolégica de 3 (R1= Ph e Ro= Me) mediada por fermento de
p&o, Nakamura obteve o melhor resultado aumentando a razdo dos produtos
(S)-5:(R)4 de 68:32 para 94:6, aumentando também o rendimento geral dos
produtos de 38% para 81%. A MVK foi considerada um excelente inibidor, mas a
inibigdo € dependente da concentracdo de MVK, pois se a mesma for utilizada em
quantidades elevadas ndo se observa a formagéo dos cetdis.'®

A reducdo microbioidgica de a-dicetonas mediadas por fermento de péo
fornece uma mistura de cetdis regioisdbmeros, além do correspondente diol, e
também apresenta falta de reprodutibilidade dos resultados descritos na literatura,

para elucidar estes problemas, Nakamura e cols. utilizaram enzimas isoladas para a
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obteng@o de um enantidmero puro. Nakamura utilizou a enzima YKER-I (Yeast Keto
Ester Reductase-) isolada do fermento de p&o na redugéo de a-dicetona 3, onde
obteve o composto (S)-5 com 92% de rendimento e 95% e.e. e somente 2% em
rendimento do composto (R)-4."

Sorrilha e colaboradores'® utilizaram células de fermento de pao imobilizadas
tentando promover uma maior estabilidade ao microrganismo, simplificagdo do
isolamento dos produtos e reutilizago do catalisador, como suporte para o fermento
de p&o, utilizou montmorilonita K10 e crisotila. Para o fermento de p&o imobilizado
com crisotila, obteve (S)-5 com 35% de rendimento e 77% de e.e. e (1R,25)-6 com
4% de rendimento. Observou também que a reutilizagéo do catalisador sem a adicéo
de sacarose n&o promovia a redugdo da dicetona 3. Com o tratamento do
catalisador imobilizado com solugéo de KC| 2% e sacarose, Sorrilha pode observar o
comportamento do fermento de pao imobilizado na reducéo de 3.

Ohta e colaboradores'? examinaram os efeitos de substituintes, pH e aditivos
na reagdo de condensacéo aciloinica de benzaldeido substituidos e acido piravico
mediada por fermento de pao (Esquema 7). O acido pirdvico é um metabdlito
proveniente da sacarose ou glicose para a formacdo de (1R,25)-6. Esta
condensagao apresenta duas reagdes competitivas, a redugéo do benzaldeido para
alcool benzilico e a formagéo de (1R,2S)-6. Realizando a reagdo em pH entre 8 e 9,

Ohta obteve (1R,2S5)-6 com rendimento de 30% e e.d. 94%.

¥ Kawai, Y.; Hida, K.; Tsujimoto, M.; Kondo, S.; Kitano, K.; Nakamura, K.; Ohno, A. Bufl. Chem. Soc. Jpn., 1999, 72, 99-102:
"2 Ohta, H; Ozaki, K: Konishi, J.; Tsuchihashi, G.-i. Agric. Biol. Chem. 1986, 50. 1261-1266;
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Esquema 7

X (1R,25)-6

Rosche e colaboradores'® desenvolveram um sistema bifasico, octanol-agua,
para a reacdo enzimatica de benzaldeido e acido pirdvico em (R)-4 com a utilizacéo
da enzima piruvato descarboxilase (PDC). Promovendo com este sistema a ndo
inibicdo da atividade da PDC pela alta concentracdo do substrato, ou do produto e
subprodutos da reagdo. Para este sistema, foram realizados dois experimentos. O
primeiro com agitagéo vigorosa promovendo a formac@o de emulsdo entre a fase
organica e a aquosa, no qual obteve-se, apds 49 horas, um rendimento de (R)-4 de
91%. O segundo experimento foi realizado com agitagdo branda preservando a
separacao das fases, onde se obteve apds 395 horas, um rendimento de 98%. Para
ambos experimentos com este sistema bifasico, o e.e. de (R)-4 produzido foi >99%.

Laurence e colaboradores,' na tentativa de também minimizar a perda de
rendimento da condensagdo de benzaldeido e piruvato, realizaram esta
condensag&o em solvente orgénico através de um processo ndo-fermentativo.
Utilizou lactato que depois de oxidado pelo fermento, serve como fonte de piruvato,
porém obtiveram um rendimento de 9% para (R)-4

Kihumbu e colaboradores' obtiveram, através da utilizagdo de uma

combinacao de enzimas isoladas, os enantidmeros do cetol 5 e os isdmeros do diol

* Rosche, B.; Sandford, V.; Breuer, M. Hauer, B.; Rogers, P.L. J. Mol Catal. B: Enzym 2002, 19-20, 109-115:
* Laurence, G., Smaliridge, A.J.; Trewhella, M.A. J. Mol Catal B: Enzym 2002, 19-20, 399-403;
1 Kihumbu, D.; Stillger, T.; Hummel, W.; Licse, A. Tetrahedron: Asyrmmmetry 2002, 13, 1069-1072,
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6. Para isso, utilizaram as enzimas benzaldeido liase (BAL) e benzoilformato
descarboxilase (BFD) que sdo capazes de promover formagéo de ligacdes C-C, e a
&lcool desidrogenase recombinante Lactobacillus brevis (recLb-ADH) e a alcool
desidrogenase termofilica Thermoanaerobium species (Th. sp.-ADH) que promovem

a reducao dos enantibmeros de 5 para os quatro isdmeros de 6 (Esquema 8).

(15,28)-6
9%, 98% e.d.

(1R.25y6
85%; 98% e.d.

(5)-5
96%; 94% e.e.

H+ (1S.2R)-6

\[(I; 86%; 99% e.d.
{A }v OH
v H
1: BFD + ThDP OH

1R, 2R)6
1I: BAL + ThDP 8154,- 98‘VZ ed
II: reclb-ADH + NADPH (R)-5 OH ) o

IV: Th.sp.-ADH + NADPH 95%; 99% e.e.
Esquema 8
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2- OBJETIVOS E ESTRATEGIA

2.1 - OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de rotas sintéticas para a
sintese enantiosseletiva de aminoalcoois quirais, apresentando etapas-chaves
envolvendo a redugéo enantiosseletiva de cetonas pré-quirais por fermento de péo

(Saccharomyces cerevisiag).

2.2 - ESTRATEGIA
Para atingir esses objetivos, a estratégia escolhida envolve a sintese da
1-fenil-1,2-propanodiona (3), através da a-oximagio da propiofenona (7) seguida da

hidrélise da (2E£)-1-fenii-1,2-propanodiona 2-oxima (8) (Esquema 9).'®

NaNO, / MeOH HO/H"

H NOH O
7 Pt 3

Esquema 9
O grande interesse na redugdo microbiolégica de 3 é a possibilidade de
obtencdo de (R)-4, pois este pode sofrer uma aminag&o redutiva produzindo

diretamente aminoalcoois com alto e.e., como a efedrina (1) (Esquema 10).

H H
CH;NH,, H,Pd/C

L NHCH;
R4 (1R,25)-(-)-1

Esquema 10

' Slater, W.K.J. Am Chem. Soc. 1920, 117, 587;
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Com a obtengdo dos demais produtos da reducdo microbiolégica de 3, (S)-5 e
(1R,2S5)-6. Estes compostos seréo empregados em outras rotas para uma possivel
produgdo de aminoalcoois quirais.

A rota de sintese que envolve a utilizagdo de (S)-5, obtido baseando-se nos

estudos realizados por Nakamura,'® esta descrita no Esquema 11.

BY j\/ S0Cl,
Ph — ~ ph
0

T Ph
©5 &5
BY
jﬁ( NaOH/éter jil/
Ph T Pn T P
NHCH; 10 ¢!

(IR,2R)-1
Esquema 11
A rota sintética que envolve a utilizagao de (1R,28)-6 na formacgao de sulfatos

ciclicos através da metodologia de Sharpless, os quais podem sofrer ataques

nucleofilicos, fornecendo aminodlcoois de interesse esta descrita no Esquema 12."7

S0ChL, EtN RLIC13 NalO, L. CH;NH;/DW
CHCly CC14 CH,CN NHCH;
11

(1R,2R)-1

OH

Esquema 12

1w a) Gao, Y.; Sharpless. K.B., J. Am Chem. Soc. 1988, 110, 7538; b) Kim. BM.; Sharpless. K.B. Tetrahedron Lett. 1989, 30, 655.
c) Richardson, P.F.; Nelson. L.T.J; Sharpless, K.B. Tetrahedron Letters 1995, 36, 9241; d) Kemp, S.J.; Bao, J. Pedersen, S.F. J.
Org. Chem. 1996, 61, 7162; ¢) Flores, F.G.C.. Mendoza, P.G.; Mateo, F.H.; Garcia, 1.1.; Gonzalez, F.S. J. Org. Chem. 1997, 62,
3944-3961; f) He, L.. Byun, H.-§.; Bittman, R. J. Org. Chem 1998. 63. 5696; g) He, L. Byun, H.-$.; Bittmarn. R. Tetrahedron
Letters 1998, 39, 2071; h) Maxyanoﬁ; B.E.: Costanzo, M.J; Nortey, $.0.; Greco, M.N_; Shanl-., R.P.: Schupsky, I.1.; Ortegon. M.P.;
Vaught, J.L.J. Med. Chem. 1998, 41, 1315 1) Jang, D.O.; Joo, Y.H.; Cho. D.H. Symth Comrmm 2000, 30, 4489; j) Byun H-S,; He
L.; Bittman, R. Tetrahedron 2000, 56, 7051; k) Fuentes, J. ,Angulo M.; Pradera, M.A. J. Org. Chem. 2001, 67, 2577
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3- RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 - SINTESE DE (2E)-1-FENIL-1,2-PROPANODIONA 2-OXIMA (8)

NaNO, / MeOH
H NOH
7 (2E)-8
Esquema 13

Atraveés da a-oximacdo de 7, obteve-se (2E)-8° na forma de cristais brancos
com rendimento variando entre 68 e 80% e ponto de fus@o 114,9-115,9°C
(lit."® 115°C), utilizando-se do procedimento de Slater ' Apesar de antigo (1920),
este procedimento ainda é um dos mais utilizados para a a-oximagéio de compostos
carbonilicos, o Esquema 14'° descreve o mecanismo desta reacao.

N, H N, H N H
OO-——*I—IOO—"HzOO__’HZON—

H
(ji/ HC] (ﬁ/ + NEO* Oii
7

(2E)-8

Esquema 14

*® Beilstein's “ Handbuch der Organischem Chemie”, 1925, 7. 677;
" Clayden, J.; ; Greeves, N.; Warren, S; Wothers, P. Orgamc Chemistry , 1* ed., Ondord University Press, Oxdford, 2001, 593;
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Na caracterizacdo de (2E)-8, observou-se no espectro de infravermeiho
(Espectro 1), a presenca de uma larga banda de estiramentc O-H (3259 em™). No
espectro de massas (Espectro 2), observa-se a presencga do ion molecular (m/z 163,
8%) e pico base referente ao fragmento CeHsCO* (m/z 105, 100%). Além, do sinal
da hidroxila em & 8,95 no espectro de RMN de 'H (Espectro 3) e a presenga do sinal
em & 156,8 do carbono quaternario ligado ao nitrogénio nos espectros de

RMN de "°C (Espectros 4 e 5).

3.2 — SINTESE DE 1-FENIL-1,2-PROPANODIONA (3)

HL0 /H

NOH 0
E)8 3

Esquema 15

Através da hidrélise acida de (2F)-8 por hidrodestilacdo, obteve-se 3, um 6leo
amarelo com rendimentos variando entre 62 e 77%. No espectro de infravermelho
(Espectro 6), observa-se a presenca dos sinais de estiramento C=0 das duas
carbonilas em 1672 e 1713 cm™. No espectro de massas (Espectro 7), observa-se a
presenga do ion molecular (m/z 148, 1%) e pico base referente ao fragmento
CeHsCO™ (m/z 105, 100%), ja no espectro de RMN de 'H (Espectro 8), observa-se a
presenca do sinal da metila em & 2,52 e dos sinais dos hidrogénios aromaticos em &

7,49; 8 7,64 e § 8,01. E no espectro de RMN de °C (Espectros 9 e 10), observa-se a
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presenca das duas carbonilas em & 191,4 e & 200,5; correspondentes a C1 e C2,

respectivamente.

3.3 - REDUCOES MICROBIOLOGICAS DE 1-FENIL-1,2-PROPANODIONA (3)

/Ojif\

(R4

BY on

/ (1R,25)-6

(8-S

Esquema 16

A partir da obtencdo de 3, chegou-se a primeira etapa chave do trabaiho
envolvendo uma redugdo enantiosseletiva de cetonas pré-quirais por fermento de
pdo comercial (Saccharomyces cerevisiae) (Esquema 18), e também a primeira
grande dificuldade encontrada, devido ac fato de ambas carbonilas de 3, ndo
manifestarem reatividades diferenciadas para reducdo microbiolégica em agua,
levando a formacdo de uma mistura inseparavel, por técnicas cromatograficas de
cotuna em silica gel, dos cetdis regiocisémeros (R)-4 e (S)-5.

A primeira alternativa para sanar este problema seria a protecéo de carbonila
C2 de 3 com etilenoglicol em tolueno,® com posterior redugdo microbiolégica da

carbonila C1 e respectiva desprote¢éo da carbonila C2, causando o acréscimo de

® Crimmis, M.T.: DeLoach, J. A J. Am. Chem. Soc. 1986, 108. 800-806;
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duas etapas. Porém esta alternativa foi logo descartada, devido a constatagdo da

dupla protecéo das carbonilas de 3 (Esquema 17).

Y
HOCH,CH,0H

3 13

Esquema 17

Através do espectro de RMN de 'H de 13 (Espectro 13), pode-se observar os
dois multipietos de integral 4 em & 3,83 e & 4,17, referente aos 4 hidrogénios de cada

grupo —OCH2CH20- presente no produto da dupla protec&o, aliado também ao fato

do baixo rendimento (4-6 %).

3.3.1 - Estudo para obtencdo seletiva de (R)-1-fenil-1-hidroxi-2-propanona (4)
através da biorredugdo de 1-fenil-1,2-propanodiona (3)

Devido ao grande interesse na redugao mi&obiolégiw de 3 pela possibilidade
de obtencéo seletiva de (R)-4 (Esquema 16), esta reducéo foi objeto de estudos na
primeira etapa do trabalho através da variag&o das condigbes reacionais.

Utilizando-se tanto reagéo em meio aquoso (Procedimento 1)'® como reacao
em solventes organicos (Procedimento 2),*' e a utilizagdo de possiveis inibidores
para a formagdo de (S)-5 e (1R,2S)-6, tentou-se encontrar uma condigdo reacional

que privilegiasse a obtengdo de (R)-4 (Tabela 1).

% a) Dumanski, P.G.; Florey, P; Knettig. M.; Smallridge, A. I; Trewhella, M. A. J. Mol. Catal. B: Erzym. 2001, 11, 905, b) North,
M. Tetrahedron Lett. 1997, 37, 1699-1702; ¢) Rotthans, O.; Kriiger, D.; Demuth, M.; Schaffner, K. Tetrahedron 1997, 53, 935-938;



25

Tabela 1. Resultados obtidos para as combinacdes experimentais na biorreducéo de 3.

3 (Rr-4 (1R,25)-6

Entrada | Procedimento® | Aditivo ou solvente mg | mg (R)-4/ rend ee |mg rend.

(5-6° (%) (%) (%)
1 2 hexano 1200 8 48:1 7 85 10 8
2 2 éter de petréleo 120 | - - - - 28 23
3 2 éter etilico 127 {17 07:1 13 90 |18 14
4 2 hexano/AcOEt5% 135 6 91:1 77 | 23 17
5 2 hexano/ACOEt 10% | 128 | 14 13:1 11 94 | 10 8
6 2 hexano/etitenoglicol® | 144 | 28 2,9:1 19 36 7 9
7 1 - 130 | 32 1,1:1 24 8 | 54 40
8 1 etilenoglicol® 128 25 3:1 19 96 |20 22
9 1 N;° 132 28 76:1 21 93 | 49 36
10 1 Nofetilenoglicol®® | 134 | 17 25:1 13 96 | 42 31
11 1 N,/O,° 133 28 145:1 21 96 | 50 37
12 1 AP 123 22 98:1 18 92 | 49 39
13 1 benzaldeido® 50 {nd. 11,1:1 nd. 95 | 30 59

* Procedimento 1: T = 32 °C, 2 h, 0,42 mmolig (3/BY), 25 mL solugao tampdo de fosfato pH 3; Procedimento 2; T = 32 °C, 2 h,
0,42 mmol/g (3/8Y), 25 mL de solvente orgénico e 1,6 mi de dgua; ® Borbulhamento dos respectivos gases por 20 minutos
antes da adicdio de 3; © Adicio de 25 mL de etilenoglicol; © Utilizagio de 50 mg de 3 e adigdo de 100 mg de benzaldeido.
* Determinado por andlise de CG-EM (“fused silica capillary column DB-1", 30 m, 0,25 um, 025 mm, He / |E, 70 eV);
' Determinada por andlise de GC-EM {“capillary “chiral” column: CHIRASIL-DEX", 30 m, 0,25 pm, 0,25 mm, He / |E, 70 eV).

A utilizacao de gases resultou nas combinagbes que se revelaram como as
melhores condigbes reacionais para redugdo de 3 (principalmente Tabela 1
entradas 9, 11 e 12), pois os resuftados foram os melhores tanto para os valores dos
rendimentos de (R)-4, na razdo obtida (R)-4:(S)-56 como para os valores de excesso
enantiomeérico. Apesar dos rendimentos serem moderados, sdo relativamente
maiores que na maioria dos outros casos. Sendo a condigio reacional que utiliza
borbulhamento de nitrogénio seguido do borbulhamento de oxigénio (Tabela 1;

entrada 11) a que propiciou os melhores resultados.
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De alguma maneira, possivelmente deve ocorrer uma inibic&o parcial da
reducao da carbonila C2 de (R)-4, ou seja, a reducéo deste grupo é mais lenta que a
reducdo da carbonila C1 de (S)-56 que leva a (1R,2S)-6. Portanto, (R)-4 permanece
presente por um maior tempo no meio reacional e neste ponto a reducao
microbiologica € interrompida e (R)4 e (1R,25)-6 sdo isolados da mistura reacionai
como produtos majoritarios. Este fato também explica o baixo rendimento de (R)-4,

em torno de 21%, enquanto que (1R,2S5)-6 é obtido em 36% de rendimento.

3.3.2 - Procedimento 3: Condensagio aciloinica de Benzaldeido e Acido

Piravico
H
H he iWOH BY
0 T @4 ()5 (1R.25)6
Esquema 18

Uma aiternativa para tentar melhorar os rendimentos e as razdes (R)-4:(S)-5
na obtencio seletiva de 4 foi a utilizag&o da condensacéo aciloinica do benzaldeido
e o &cido piruvico proveniente da glicélise (Tabela 2)."2

Tabela 2: Resultados obtidos para a condensacéo aciloinica de benzaldeido com acido pirivico.

benzaideido (R)-4 (1R,25)-6
Entrada | Procedimento® | Aditivo ou mg mg (Ry4: rend ee |mg rend
solvente (S)-5 (%) (%) (%)

1 3 - 331 nd 574:1 nd. 84 72 15

2° 3 acetaideido 340 nd. 497:1 nd 81 |98 20

* Procedimento 3: A 25 mL de dgua foram adicionados 6,25 g de fermento de pdo seco e 5 p de glicose com periodo de pré-
fermentagdo de 10 minutos. Entdo uma solugdo de benzaldeido (300 mg, 2,82 mmol) em etanol {1 mL) foi adicionada a
suspensdo fermentativa. Apés 1 hora, 3,1 g de fermento de pac sece e 2,5 g de glicose foram adicionados mantida sob
agitag#o por 3,5 horas * Mesmas condicdes do Procedimento 3 com adigdo de 300 mg de acetaldeido
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Infelizmente, nesta alternativa nao foi obtido grande éxito. Pois para este
procedimento ha a formagéo majoritria do produto de redugéo do benzaldeido, o
alcool benzilico. Uma alternativa para se diminuir a formagao do dicool benzilico foi a
adicdo de acetaldeido (Tabela 2; entrada 2), conforme descrito por Ohta e
colaboradores,'® para que esse saturasse a enzima ou as enzimas responsaveis
pela reducdo do benzaldeido, porém esta saturacdo ndo ocorreu e também
observou-se a formacéo do dicool benzilico como produto majoritario.

Possivelmente, uma otimizacdo deste procedimento levaria a melhores
resultados, mas para isso deveria-se avaliar a influéncia de vérios fatores reacionais

para priorizar somente a formagao de (R)-4.

3.3.3 - Obtencéo de (R)-(-)-1-fenil-1 -hidroxi-2-propanona (4)

BY H
—_—
0 0
3 (R4
Esquema 19

A partir dos resultados obtidos e descritos acima, escolheu-se a melhor
combinag&o reacional para obtencdo seletiva de (R)-4 (Esquema 19), utilizou-se o
Procedimento 1 de redug¢do microbiolégica com fermento de pao seco que utiliza o

borbulhamento de nitrogénio seguido de borbulhamento de oxigénio, obtendo-se um

Oleo transparente com rendimento de 21%; [«f-1981" (¢ = 1.1 CHCl3)

" O valor de rotagio otica medido estd descrepante com relagfio ao valor encontrado na Iteratura, este valor foi obtido
por uma media de algumas medidas realizadas nos dois aparelhos do instituto de Quirnica da UNICAMP
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{Iit.[«}7 4087 (c = 1,1; CHCls), configuracio absoluta (1R)}'® 96% e.e. e razdo
(R)-4:(S)-5 de 14,5:1. Estes resultados apresentam um incremento consideravel nos

valores dos excessos enantiomericos em comparacdo aos vaiores citados pela

literatura 89% e.e ,'®

sendo de grande interesse, pois (R)4 se trata de um
importante intermediario quiral na sintese enantiosseletiva de aminoalcoois
oticamente puros. O incremento nos valores de excessos enantioméricos pode ser
considerado como uma importante conquista deste trabalho, devido & originalidade
da utilizag&o desta metodologia.

No espectro de infravermelho (Espectro 28) de (R)-4, observa-se a presenca
da banda larga de estramento O-H (3454 cm™), além da presenca do sinal do
estiramento da carbonila (1713 cm™). No espectro de massas (Espectro 29),
observa-se a presenga do ion moiecular (m/z 150, 1%) e o fragmento CgHsCHOH"
(m/z 107, 67%). No espectro de RMN de 'H (Espectro 30), com a ajuda da
literatura,'® pode-se atribuir o sinal dos hidrogénios da metila (singleto) em & 2,08
(lit.: 8 2,08), OH em & 3,88; hidrogénio benzilico em & 5,09 (lit.: § 5,08) e aromaticos
em 8 7,34 (lit.: 8 7,33); também notando-se a presenga de um sinalem 5 1,20 e 8
2,00 referentes a possiveis impurezas na amostra. No espectro de RMN de '3C
(Espectro 31), observa-se o aparecimento de um carbono alifatico em 6 80,1; CH

caracterizado pelo espectrc de RMN de '°C DEPT (Espectro 32) e a presenca de

somente uma carbonila 8 206,8.
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3.3.4 - Obtengdo de (S)-{-)-1-fenil-2-hidroxi-1 -propanona (5)

BY

—_——
1.pré-tratamento

O
3 2. MVK

Esquema 20

A metodologia descrita por Nakamura e colaboradores'™ foi empregada para
promover a inibicdo na formagéo do diol (1R,2S)-6 na reducdo de 3, e observou-se
também uma regiosseletividade na redugio de a-dicetonas.

Através desta metodologia, obteve-se (S)-5 (Esquema 20), um dieo pastoso,
com rendimentos entre 45-68%; [o[*-139,5 (c = 6,7; CHCls), {lit'® [o}* -92,0
(c = 86,7, CHCIs); configuragéo absoluta (2S)} e e.e. 96%. Uma vantagem observada
€ a possibilidade desta metodologia ser aplicada em larga escala, sendo possivel a
obtengdo de uma boa quantidade de material de partida

No espectro de infravermelho (Espectro 33), observa-se a presencga do sinal
de estiramento C=0 em 1687 cm™ e a banda de estiramento O-H em 3480 cm™'. No
espectro de massas (Espectro 34), ndo se observa a presenca do ion molecular
(m/z 150), somente a presenga do pico base referente ao fragmento CeHsCO*
(m/z 105, 100%). No espectro de RMN de 'H em CDCls (Espectro 35), ocorre um
acoplamento entre o sinal da hidroxila § 3,81 (dupleto; J = 6,2 Hz) com o sinal do
hidrogénio carbindlico § 5,17 (duplo quarteto; J = 6,2 Hz; 7,0 Hz), confirmado com o
desaparecimento do sinal da hidroxila e a simpiificagdo da muitipiicidade do
hidrogénio carbindlico apés a adigdo de D.O e registro de outro espectro

(Espectro 36).
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3.3.5 - Obtengéo de (1R,28)-(-)-1-fenil-1,2-propanodiol (6}

Esquema 21

A condicdo reacional, que utiliza o borbulhamento de nitrogénio seguido do
borbulhamento de oxigénio, também foi escolhida para a obteng&o de (1R,2S5)-6
(Esquema 21), obtendo-se um dleo amarelo palido com rendimentos entre 74-97%;
[F-39,0 {(c = 3,2; CHCI) {iit. [«f -386 (c = 1,1, CHCI3); configuragdo absoluta
(1R29)};'® e e.e. > 99%. Para a obtencio de (1R,25)-6, também ocorreu um
incremento muito significativo nos valores dos excessos enantioméricos, guando
comparado a vaiores descritos pela literatura, 94% e.e.,'® e também uma faixa de

rendimento aprecidvel e muito importante.

No espectro de infravermelho de (1R,2S)-6 (Espectro 39), observa-se a banda
larga do estiramento O-H em 3387 cm’, a presenca de estiramento de C-H
aromatico (3067, 3030 cm™) e C-H alifatico (2978 cm™). No espectro de massas
(Espectro 40), ndo se observa a presenga do ion molecular (m/z 152), mas sim do
fragmento cation radicalar CsHsCHOH®* (m/z 108, 67%). No espectro de RMN de 'H
(Espectro 41), o sinal da metila apresenta-se na forma de um dupleto 5 0,94
(J = 6,2 Hz), o hidrogénio de C2, um duplo quarteto, § 3,86 (J = 4,0 Hz; 6,2 Hz); o

hidrogénio na posig¢éo benzilica um dupleto em & 4,54 (J = 4,0 Hz) e os hidrogénios
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arométicos em § 7,22. Nota-se no espectro de RMN de '3C (Espectro 42), o
aparecimento de dois carbonos alifaticos em & 71,3 e § 77,4; dois grupos CH

caracterizados pelo RMN de '*C DEPT (Espectro 43).

3.3.6 - Estudo cinético da redugéo enantiosseletiva de 3, (R)-4 e (S)-5 através
do acompanhamento da evolugéo das reagdes

Inicialmente, foi realizado um estudo para se observar a influéncia do pH na
reducdo de 1, observou-se gue as velocidades de decomposi¢io dos intermediarios

diminuia com a diminuigéo do pH da mistura reacional, como mostra as Figuras 1 e

2.
100 4= 100 {a—a
—a—1 -I —u—1
1 -0 2 o 02
80 - —A—4 80 A 4
--0- : . -4 3
0+ 004
[a]
® ] ® Py ©
“7 “3 '<’ 4o 3
(=]
204 0 ; \
.-§ \'—,l
o o 4- O ——
D 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 &0 &5 70 0 5 10 15 20 25 30 3 A0 45 0 8% ©
tempo de reaclio (Minutos) tempo de reaclio (minutos)
Figura 1. Evolug#io da reducfio de 1 em pH 4 Figura 2: Evolug8o da redugsio de 1 em pH 4

Com base neste estudo semi-qualitativo, o pH escoihido para a realizagdo

desta reducac foi pH 3.
A redugdo de 3, mediada por fermento de péao, foi acompanhada utilizando-se
algumas condi¢bes reacionais. aerdbia (Figura 3); anaerébia, com borbulhamento de

nitrogénio (20 minutos) (Figura 4); borbulhamento de nitrogénio (20 minutos) seguido
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de oxigénio (20 minutos)'(Figura 6); borbuihamento de nitrogénio (60 minutos)
seguido de oxigénio (20 minutos) (Figura 7), e borbulhamento de nitrogénio (6 horas)
seguido de oxigénio (20 minutos) (Figura 8). As redugbes de (R)4 e (S)-5 em
condicbes aerobias e anaerdbias (borbulhamento de nitrogénio por 20 minutos)
(Figura 5) também foram acompanhadas.

Na Figura 3, observou-se que a passagem de 3 para (R)-4 € um pouco mais
répida que a passagem de 3 para (S)-5. Enquanto que (R)-4 permanece por mais
tempo no meio reacional em relagdio a (S)-5. Observou-se também que a razéo
(R)-4:(S)-5 € 1,5; no ponto méximo de produgdo de (R)-4 (60 minutos). A razéo
(R)-4:(S)-b passa para 10 em 210 minutos, observando-se a presencga de 483 pmol

de (R)-4.

T L T
0 0 80 20 120 150 180 210
temnpo (minutos)

Figura 3: Evolugio da reducc de 3 em condigdio aerdbia
Na Figura 4, observou-se que a aparéncia nas curvas é praticamente a

mesma em relagdo as curvas da Figura 3. Sendo a diferenga mais notavel, a

passagem de (R)4 para (1R,25)-6 ser mais lenta. Observou-se que a razéo
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(R)-4:(S)-5 passa para 1,8 no ponto méaximo de producéo de (R)-4 (90 minutos), e
que a razdo (R)-4:(S)-5 passa para 12 a 210 minutos, observando-se a presenca de
628 umol de (R)4. Utilizando-se este procedimento, os produtos desta reducio
foram isolados & 210 minutos, obtendo-se (R)-4 com 26% de rendimento e e.e. 96%:

e (1R,2S)-6 com 52% de rendimento e e.e. > 99%.

T L T L}
1] 30 80 90 120 150 180 210
tempo {minutos)

Figura 4. Evolugdo da redugio de 3 em condi¢do anaerdbia, borbulhamento de nitrogénio (20 minutos)

As redugbes microbioldgicas de (R)4 e (S)—s também foram acompanhadas
em condicGes aertbias e anaerébias (Figura 5), para observar-se qual seria o
comportamento de cada um destes compostos isolados perante as condiges
reacionais de redugéo. Observou-se que a redugo de (R)<4 em condi¢io anaerdbia
€ um pouco mais lenta que a redugdio em condi¢do aerdbia, e que a reducéo de
{S)-5 em condicdo anaerdbia é muito mais lenta que em condigdo aerdbia.

Em condig&o aerébia, (S)-6 é consumido em menos de 90 minutos, j4 em condigéo
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anaerdbia leva mais de 240 minutos. Pode-se observar também que a reducio de

(R)-4 em relag&o a (S)-5 é mais lenta em condigdo anaerdbia.

2000 —0— 4 (aerbbic)

1800 je - @ - 4 (anaerébio)
p —&— 5 (aserbio}

1600 44 A 5 (angerébio)

n Gamol)
g 3
/OD
>

200 - --...___O A :
- \ \ LSRR %
- N . O--—.___o 1:
M L) T T 1
0 3¢ 80 90 120 150 180 210 240
tempo (minutos)

Figura 5: Evolugéo do consumo de (R)-4 e (S)-5 em condighes: aerébia e anaerdbia

Com o intuito de aproveitar os resultados obtidos para as reducdes
microbioiogicas de (R)-4 e (S)-5, principalmente a diferenca na passagem de (S)-5
para (1R,25)-6 em condigdo aerébia em relagdo a passagem de (R)4 para
(1R,25)-6 em qualquer uma das condigbes reacionais, realizaram-se experimentos
com borbulhamento de nitrogénio seguido de borbulhamento de oxigénio, com o
objetivo de observar o mesmo efeito observado para (S)-§ isoladamente em
condi¢gbes aerdbias.

Na Figura 6, observou-se que a passagem de (R)-4 para (1R,25)-6 tornou-se
ainda mais lenta, e a raz&do (R)-4:(S)-5 no ponto maximo ficou em 1,8 a 30 minutos e
a partir de 80 minutos, somente (R)-4 e (1R,25)-6 estdo presentes no meio
reacional, observando-se a presenga de 528 umol de (R)4 em 90 minutos.

Utilizando-se este procedimento, os produtos desta redugso foram isolados & 90



35

minutos, obteve-se (R)-4 com 20% de rendimento e e.e. 96%, e (1R,25)-6 com 54%

de rendimento e e.e. > 99%.
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Figura 6: Evolucéo da redugéio de 3 com borbulhamento de nitrogénio (20 minutos) e oxigénio (20 minutos)

Na Figura 7, observou-se um acimulo de (R)-4 devido a uma maior producio
a partir de 3 e menor consumo para a formag&o de (1R,2S)-6, enquanto que (S)-5¢é
formado em menor quantidade, é rapidamente convertido para ( 1R,2S)-6. Utilizando-
se 0 procedimento de borbuihamento de nitrogénio (20 minutos) seguido de
borbulhamento de oxigénio (20 minutos), obteve-se (R)4 com 28-31% de
rendimento e e.e. 96%, e (1R,25)-6 com 42-62% de rendimento e e.e. > 99% entre

75 e 90 minutos de reag3o.
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Figura 7: Evolugdo da reducéo de 3 com borbulhamento de nitrogénio (60 minutos) e oxigénio (20 minutos)

Objetivando-se a possibilidade do aumento no tempo de borbulhamento de
nitrogénio proporcionar melhores resultados como foi observado na Figura 7, onde a
producéo de (R)-4 foi maior e a sua passagem para (1R,2S)-6 mais lenta, aumentou-
se para 6 horas, o tempo de borbulhamento de nitrogénio. Observou-se que a
passagem de 3 para (R)-4 e (S)-5 ocormreu praticamente com a mesma velocidade e

a passagem de (R)-4 para (1R,2S)-6 um pouco mais lenta que a passagem de (S)-5

para (1R,2S)-6 (Figura 8).
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Figura 8: Evolu¢ao da reducéo de 3 com borbulhamento de nitrogénio (6 horas) e oxigénio (20 minutos)
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3.3.7 - Estudo do efeito do agucar na seletividade da redugéo de (3)

Mais algumas investigagdes sobre a redugdo microbiolégica de 3 foram

realizadas e uma dessas investigagbes foi a utilizagdo de agucar em diferentes

guantidades no meio reacional.

Tabela 3: Resultados obtidos para utilizacdo de agicar na redugcio microbioldgica de 3 & 30°C
mediada por fermento de pio

Experimento® Agticar 445 6
{g/200mL) rendimento 4:5 e.e (%) rendimento (%)
(%)°
1 it 30 1,0:1 nd. 10
2 0,5 13 1.3:1 n.d. 22
3 1 12 1,9:1 n.d. 25
4 3 26 2,81 98 20
5 4 23 3,6:1 n.d. 18
6 5 16 5,71 98 20
7 6 25 2,61 n.d. 27
8 8 31 2,11 98 27

* Tempo de reagdo, 1h; ° Rendimento isolado

Observou-se que conforme a concentragdo de agucar aumenta ocorre um

aumento na seletividade para a formagédo de (R)4 até um maximo, quando se

utilizam 5 g de agucar/200 mL de agua, seguido por um decréscimo na seletividade

quando se utiliza agucar em maior quantidade.
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3.3.8 - Estudo do efeito da utilizagdo da resina XAD-7 na seletividade e no
rendimento da redugdo microbiolégica de 1-fenil-1,2-propanodiona (3)

Outra investigagéo na reducdo de 3 foi a utilizacdo simultanea de agucar,
resina XAD-7 e condigdc anaerdbia (Tabela 4). Observou-se que na maioria dos

casos ocorreu um aumento no rendimento tanto para (R)-4 como para (1R,2S5)-6.

Tabela 4: Resultados obtidos para utilizagdo da resina XAD-7 na redugdo microbiolégica® de 3
mediada por fermento de pao

Experimento | XAD-7 | Argdnio | Agucar (R4 (1R,25)-6
rendimento  (R)-4: (S5)-§ e.e. (%) rendimento
(%)° (%)°
Ch N° N N 30 1,811 n.d. 44
10" N N s 39 2,81 97 50
11 N S N 14 14,211 n.d. 73
12° N S s 28 21,51 98 71
13" S N N 30 1,9:1 87 55
Ty S N s 30 3,8:1 90 46
15° 3 ) N 22 2,411 92 50
16° S s S 28 6,5:1 93 38

" Reagdes em condigdes aerdbias realizadas em 1hora ~ Reagdes em condiches arnaerdbias foram realizadas em 2 horas °
No utilizado; ¢ Utilizado; * Rendimentos isotados.

3.3.9 - Estudo cinético da redugdo enantiosseletiva de 3, utilizando-se
atmosfera inerte e agticar

O acompanhamento da redugdo para o Experimento 12 (Tabela 4) foi
realizado, observando-se que, neste caso, (S)-5 é formado preferenciaimente e seu
consumo € muito rapido, ao passo que com 30 minutos {R)-4 j& est4 presente em
maior quantidade no meio reacional. Também pode-se observar que (R)-4 possui

um maior tempo de vida no meio reacional.
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Figura 9: Evolugéo da reduglio de 3 em condig8o anaer6bia & na presencga de agucar

3.4 - SINTESE DO CLORIDRATO DE EFEDRINA (2)

H
CH;NH, HC]_(_,i=
o Holoam RHCH, RHCH-HC!
&4 (1R,25)-1 (1R25)-2
%% ee

Esquema 22
Sintetizou-se o cloridrato de efedrina (1?,28)-2 pela aminagéo redutiva de
(R)-4, levando a formacdo de (1R,2S)-1 que sem prévia purificagéo foi submetido
formacéo do cloridrato através de borbulhamento de &cido cloridrico, obtendo-se
(1R,25)-2 com rendimentos entre 15-40%; registrando-se faixa de fusdc de
215,8-219,0°C (lit® 216-220°C); [f-20,0 (c = 5,0; H0), {it? [} -33 a -35,5
(¢ = 5,0; H:0), configuragdo absoluta (1R,2S)}. No espectro de infravermelho de

(1R,25)-2 (Espectro 18), observa-se a banda larga do estiramento N-H em

= Merck Index, 12, 3645
2 Subramanian, P.M.; Chatterjee, S.K.; Bhatia, M.C. J. Chem. Tech. Biotechnol. 1987, 39, 215-218;
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3342cm'ea presenga de estiramento de C-H alifatico em 2973 cm™. No espectro

de RMN de 'H (Espectro 20), o sinal da metila C3 apresenta-se na forma de um
dupleto & 1,15 (J = 7,0 Hz); a metila ligada ao nitrogénio em & 2,78 (singieto); o
hidrogénio de C2, um singieto, § 3,86; o hidrogénic na posigdo benzilica, um dupleto,
em & 5,14 e os hidrogénios aromaticos em & 7,44. Nota-se no espectro de

RMN de "°C (Espectro 21), a presenca dos dois carbonos das metilas em § 9.6 e &

30,5.

3.5 — SINTESE DE (4R,5S)-4-FENIL-5-METIL-1,3,2-DIOXATIOLANO-2-OXIDO (11)

SOCl,, Et;N 0
OH CH,Cl | "
(1R,25)-6
>00% ee.
Esquema 23

A parir de (1R2S)-6, obteve-se uma mistura de sulfitos ciclicos
diasterecisoméricos (2R,4R,5S5)- e (25 4R,5S8)-11, na forma de um 6leo marrom
palido, com rendimentos variando entre 61-84%. Através do cromatograma de CG e
dos espectros de RMN de 'H (Espectro 16) e de RMN de *C (Espectro 17), pode-se
observar a duplicagdo dos sinais confirmando a formacdo de dois

diastereoisomeéricos, devido & introdugdo do terceiro centro quiral localizado no



41

atomo de enxofre do sulfito, o Esquema 24 descreve o mecanismo de formacgao da

mistura diasterecisomeérica de sulfitos ciclicos 11.

H O
Et;NH'CF A
i O
Sy
0 Cl
/Sﬂ' &. é\‘ 09

O ENHCr 0

A e—
11
Esquema 24

3.6 - SINTESE DE 4-FENIL-5-METIL-1,3,2-DIOXATIOLANO-2,2-DIOXIDO (12)

O
\ \
0 0
—————————— -
11 Esquema 25 12

Outro ponto que apresentou grande dificuidade foi a oxidacdo de 11 a 12.
Algumas variagdes da metodologia utilizada por Sharpless, para formagdo de
sulfatos, a partir da oxidagéo de sulfitos com periodato de sodio e cloreto de ruténio
Il foram utilizadas, porém nenhuma com sucesso. Pois quando 11 reagia,
formavam-se muitos subprodutos © que dificultava o isolamento de 12

Alternativamente, realizou-se a reacdo de (1R,25)-6 com cloreto de sulforila em
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diclorometano para obtengdo direta do sulfato ciclico 12, porém n&o se obteve
sucesso.

Também utilizou-se para a oxidagdo de 11, permanganato de potassio,
modificando-se @ metodoiogia descrita por Ferreira e colaboradores,?* porém
também ndo obteve-se sucesso nesta oxidagio. Primeiramente, utilizou-se acetona
como solvente e observou-se que o permanganato era solive! em acetona, nio
permanecendo adsorvido em silica. Optou-se pela troca de solvente por hexano,
sendo que neste soivente o permanganato ndo era sollvel e permanecia adsorvido
na silica. Quando a acetona era utilizada como solvente, observou-se a
decomposicéo de 11 e quando foi utilizado hexano observou-se que 11 ndo chegou

a reagir.

3.7 — SINTESE DE (R)-2-CLORO-1-FENIL-1-PROPANONA (9)

SOCl,, Et;N
CHCh, o
(R»9
4T% e.e.
Esquema 26

Alguns  procedimentos foram  utilizados para a sintese da
(R)-2-cloro-1-fenil-1-propanona (9) (Esquema 26), somente o procedimento utilizado

por Sharpless foi interessante, obtendo-se (R)-9, um dleo marrom com rendimento

% Ferreira, JT.B.: Cruz, W.0.; Vieira, P.C.; Yonashiro, M. J. Org. Chem. 1987, 52, 3698-3699:
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de 65% e e.e. 47%; [af° -10,0 (¢ = 1,0; CDCla) {Iit.® [0 +15,20 (c=1,0; CHCIs);
(28)}, indicando a inversao parcial da configuragéo de C2 de 5 para (2R)em 9.
A formacgéo de (R)-9 ocorreu através de um prevalecimento do mecanismo

SNz, causando uma inversdo parcial da configuragdo absoluta do carbono C2,

resultante do ataque dos jons CI" livres pelo lado oposto ao da liberagéo do grupo de

Q4 Et;NH*Cm EtNH'Cr
—_—

£ 1/8\

+ 3 z
C 1 z
@—sOH\/ - (?‘ECCI -

-9

saida (Esquema 27).

+ SO?_

Esquema 27

» Sonawane, H.R,; Bellur, N.S_; Kulkami, D.G.; Ayvangar, N.R. Tetrahedron 1994, 50, 1243-1260:
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4- CONCLUSOES

Na redugdo microbiolégica de 3, os resultados obtidos para as condicbes
reacionais que utilizam o borbulhamento de gases foram os melhores para os
rendimentos de (R)-4, nas razbes obtidas (R)-4:(S)-5 e também para os valores de
excessos enantioméricos. A condicdo reacional que utiliza borbulhamento de
nitrogénio (60 minutos) seguido de oxigénio (20 minutos) foi a que propiciou os
melhores resultados, obtendo-se (R)-4 com rendimento de 28-31% e 96% de e.e.,
juntamente com o experimento que utiliza borbulhamento de argbnio e acucar, onde
obteve-se (R)-4 com rendimento de 28% e 98% de e.e. O desenvoivimento deste
procedimento € muito importante, uma vez que o composto (R)-4 é um intermedidrio
quiral para a sintese de efedrina.

A metodologia descrita por Nakamura e col. promove uma grande
regiosseletividade da redugdo de 3, fornecendo (S)-8 com rendimentos entre
45-68% e e.e. 96%. Uma vantagem observada € a possibilidade desta metodologia
ser aplicada em larga escala, apresentando o mesmo rendimento e excesso
enantiomerico.

Para a obteng&o de (1R,25)-6, também escolheu-se a condigéo reacional que
utiliza o borbulhamento de nitrogénio (20 minutos) seguido de oxigénio (20 minutos)
que propiciou a obtencdo de (1R,2S)-6 com rendimentos entre 74-97% e e.e. >99%.

A utilizagg&o da reducdo em solvente organico, condensagdo aciloinica de

benzaldeido e acido pirtvico e a adi¢gdo de inibidores (etilenoglicol e benzaldeido)
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nao foram bem sucedidas, os rendimentos foram muito baixos e para os ultimos dois
casos nao foi possivel o isolamento de (R)-4.

Pode-se observar que para as reagdes em condigdes anaerdbias, o consumo
de (R)4 ou (S)-5 é mais lento que em condigbes aerdbias. Também foi observado
que a redugao, em condigdes anaerdbias, de (R)-4 em relégéo a (S)-5 € mais lenta,
justificando o isolamento de (R)-4 e (1R,2S5)-6 como produtos majoritérios na

redugao de 3, pois a formagéo de (S)-5 é menor e sua reducdo é mais rapida que

(R)-4.
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5- PARTE EXPERIMENTAL

5.1 — INFORMAGOES GERAIS

Utilizou-se um Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Varian
modelo Gemini 300P, cloroférmio deuterado como solvente e tetrametilsilano como
referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram expressos em &; indicando-se
a multiplicidade (s, singleto; d, dupleto; |, largo; t tripleto; q, quarteto; m, muitipteto),
constante de acopiamento (J) em Hertz e nimero de hidrogénios.

Os espectros de Infravermelho foram obtidos em um Espectrémetro Bomem
MB Séries Hartmann & Braun, utilizando-se filme em cela de NaCl e pastilha de KBr.

Os cromatogramas de Cromatografia Gasosa e espectros de Espectrometria
de Massas foram registrados em CG/EM, Shimadzu modeio Class 5000, coluna DB1
(30m x 0,25mm x 0,25um; Métodos 1 e 2) e coluna quiral CHIRASIL-DEX
Chromatopak (30 m x 0,25 mm x 0,25 um: Método 3). Abaixo estdc descritas as
condicbes dos métodos utilizados para obtengdo dos cromatogramas de
Cromatografia Gasosa.
Método 1: Gas de arraste: He; Temperaturas iniciais: coluna: 80°C; injetor; 230°C;
detector: 280°C; Pressdo da coluna: 100kPa; Fluxo da coluna: 1,5 mL/min;

Split ratio: 44; Fluxo total: 70,5 mL/min;
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Tabela 5: Programag&o de temperatura da coluna cromatogréfica DB 1, Método 1:

Temperatura (°C) Velocidade de Aquecimento (*C/min) Tempo de Equilibrio (min)
80 - 3
80-150 10 0
150-280 40 0
280 - 1

Tempo total: 14,25 minutos

Temperatwra (°C)

T T T T

k3 T
0 2 4 6 ] 10 12 14
Termpo de retencho (min.)

Figura 10: Programag&o de temperatura do Método 1

Método 2: Gas de arraste: He; Temperaturas iniciais: coluna: 100°C; injetor: 230°C;
detector: 280°C; Pressdo da coluna: 100kPa; Fluxo da coluna: 1,3 mU/min;

Split ratio: 51; Fluxo total: 70,5 mL/min;

Tabela 6: Programacéo de temperatura da coluna cromatogréfica DB 1, Método 2;

Temperatura (°C) Velocidade de Aquecimento (*C/min) Tempo de Equilibrio (min)
100 - 3
700-150 10 0
150-280 40 0
280 - 1

Tempo total: 12,25 minutos

UNICAME
BIBLIOTECA CENTRAL
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Figura 11 Pregramagao de temperatura do Método 2

Método 3: Gas de arraste: He; Temperaturas iniciais: coluna: 120°C; injetor: 230°C;
detector: 250°C; Pressdo da coluna: 100kPa; Fluxo da coluna: 1,5 mlL/min:
Split ratio: 46; Fluxo total: 74,1 mL/min:

Tabela 7: Programacéo de temperatura da coluna cromatogréfica CHIRASIL-DEX, Método 3;

Temperatura (°C) Velocidade de Aquecimento (°C/min) Tempo de Equilibrio (min)
120 n 3
120-220 s 0
220 - 5

Tempo total: 25,00 minutes

Temperalura {"C)

160

140

T T T T
[\ 5 10 15 20 25
Termpo de retenclo imin.)

Figura 12: Programagao de temperatura do Método 3
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Também foi utilizado para registro de cromatogramas de Cromatografia
Gasosa e Espectrometria de Massas, um aparelho Agilent 6890 Series GC System
acoplado a Hewlett Packard 5973 Mass Selective Detector, coluna HP-5MS Fenil
Metil Siloxano 5% (30,0 m x 250 um x 0,25 um; Métodos 4). Coluna quiral capilar
Hamburg Heptakis (2,3-dimetil-6-pentil)-B-ciclodextrina (249 m x 025 mm x
0,25 um; Método 5). Abaixo estdo descritas as condigbes dos métodos utilizados
para obtenc&o dos cromatogramas de Cromatografia Gasosa.

Método 4: Gas de arraste: He; Temperaturas iniciais: coluna: 80°C: injetor: 280°C;
detector: 300°C; Pressdo da coluna: 64,7 kPa; Fluxo da coluna: 1,0 mL/min;

Split ratio: 37; Fluxo total: 104,0 mL/min;

Tabela 8: Programacio de temperatura da coluna HP-5MS , Método 4;

Temperatura (°C) Velocidade de Aquecimento (°C/min) Tempo de Equilibrio (min)
80 - 3
80-150 10 0
150-280 40 0
280 - 1

Tempo total: 14,25 minutos

Temperalura (°C)
g

L} ¥ T T T LJ
9 2 4 ] 8 0 12 14
Tempo de retencdio {min.)

Figura 13: Programagio de temperatura do Método 4
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Método 5: Géas de arraste; Hz; Temperaturas iniciais: coluna: 80°C; injetor: 250°C;
detector: 250°C; Pressdo da coluna: 62,3 kPa; Fiuxo da coluna: 1,6 mbL/min;

Split ratio: 48,0; Fluxo total: 41,5 mL/min;

Tabela 9: Programagéo de temperatura da coluna Heptakis, Método 5;

Temperatura (*C) Velocidade de Aquecimento (°C/min) Tempo de Equilfbrio {min)
80 3 0
180 - 0

Tempo total: 33,33 minutos

180

160

140

Temperatura ({"C)

120?

100

50

T T T g T T
D 5 10 15 20 25 30
Tempeo de retanglio (min.)

Figura 14: Programag&o de temperatura do Método 5

As determinacdes dos valores dos angulos dos desvios &ticos foram obtidas
em um Polarimetro J-720, VRDM306 JASCO, 589,3 nm; Polamat A Carlzeiss, com
idmpada de Hg (546 nm); Lep A2 Carl Zeiss, com lampada de Na (589 nm).

Os pontos de fusdo obtidos em Aparelho de Ponto de Fusio Modelo
MQAPF-301 marca Micro Quimica.

Cromatografia em Camada Delgada (CCD): utilizou-se placas silica gel
IB-F (J.T. Baker) e, para as preparativas (CCDP): silica gel 60 GF2s4 (Merck) e silica

gel 60 HFzs4 (Merck). As revelagdes foram efetuadas com UV de 254 e 360 nm.
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Cromatografia em Coluna (CC): utilizou-se silica gel 60 (tamanho de particula
0.063-0.200 mm; 70-230 mesh ASTM).
Nas redugbes microbiolégicas com Saccharomyces cerevisiae, utilizou-se

fermento seco instantaneo, tipo Emulzint®.

5.2 — SINTESE DE (2E)-1-FENIL-1,2-PROPANODIONA 2-OXIMA (8)

NOH
(F)8

Em um baldo de trés bocas de 250 mL conectado a um condensador de
bolas, colocaram-se 15,5 g (115,5 mmol) de propiofenona (7) e 75 mL de éter etilico.
Nas outras duas bocas, conectaram-se dois sistemas geradores de gases
compostos por um kitassato e um funil de separacéo.

No primeiro sistema de gases, no kitassato foram colocados
8,0 g (115,9 mmol) de nitrito de sédio em 5 mL de metanol e 5 mL de agua e no funil
de separagéo foi colocado 30 mL de uma solugdo de acido sulfurico (30%). No
segundo sistema de gases, no kitassato foram colocados 10 g de cloreto de sédio e
10 mL de &cido cloridrico concentrado e no respectivo funil de separagio,
20 mL de acido sulfurico concentrado. Os gases foram borbulhados por duas horas
com borbulhamento adicional de &cido cloridrico por 30 minutos. A solugéo ficou em
repouso por 24 horas e esta mistura reacional foi extraida com 130 mL de uma

solug&o 10% de hidréxido de sédio.
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Gotejou-se esta mistura em 38 mL de &cido cloridrico concentrado e
80 g de gelo, observando-se a precipitacao de cristais brancos claros que foram
filtrados & vacuo. Registrando-se faixa de fuséo 114,9-115,9 °C; tempo de retencéo
11,81 minutos (Método 1) e rendimentos entre 68-80%. IV (KBr), v {cm™): 3259;
2031, 1660; 1594; 1449; 1365; 1326; 1187; 1016; 1001; 895, 759; 714; 666
(Espectro 1), EM (IE, 70eV) m/z (%). 163 (M", 8); 118 (6); 105 (100); 77 (75); 58 (3);
51 (54) (Espectro 2); RMN de 'H (300 MHz, CDCla): § 2,07 (s, 3H); 7,34 (m, 2H):
7,47 (m, 1H); 7,78 (m, 2H); 8,95 (s, TH) (Espectro 3); RMN de *C (75 MHz, CDCl3):
6 10,1; 128,2; 130,2; 132,8; 136,4; 156,8; 191,8 (Espectro 4); RMN de C DEPT 90
(75 MHz, CDCla): & 128,2 (+); 130,2 (+); 132,8 (+); RMN de **C DEPT 135 (75 MHz,

CDCls): § 10,1 (+); 128,2 (+); 130,2 (+); 132,8 (+) (Espectro 5):

5.3 — SINTESE DE 1-FENIL-1,2-PROPANODIONA (3)°

O
3

Em um bal&o de duas bocas de 500 mL, cotocaram-se 21,2 g (129,9 mmol)
de (2E)-8 ¢ 146 mL de uma solugdo 10% de acido sulfurico, fazendo-se entdc a
hidrodestilagdo desta mistura. Separou-se a dicetona da fase aquosa com éter
(300 mL), a solugdo foi seca sob sulfato de magnésio anidro e o éter evaporado 3
pressao reduzida. Apos purificagdo por CC com hexano, obteve-se um 6leo amarelo
com tempo de retengdo 7,39 minutos (Método 1) e rendimentos entre 62-77%.

IV (NaCl), v (cm™): 3063; 2924; 2851; 1713; 1672; 1593: 1450: 1155; 900: 697
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(Espectro 6); EM (IE, 70eV) m/z (%): 148 (M", 1); 105 (95); 77 (100); 62 (1); 51 (64)
(Espectro 7); RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 3 2,52 (s, 3H); 7,49 (m, 2H); 7,64 (m,
TH). 8,01 (m, 2H) (Espectro 8); RMN de ™C (75 MHz, CDCl): § 26,34: 128.8:
130,31; 131,7; 134,6; 191,4; 200,5 (Espectro 9); RMN de *C DEPT 90 (75 MHz,
CDCls): 5 128,8 (+); 130,3 (+); 134,6 (+); RMN de ™C DEPT 135 (75 MHz, CDCly): §

26,3 (+); 128,8 (+); 130,3 (+); 134,6 (+) (Espectro 10):

5.4 — SINTESE DE 1-FENIL-1,1,2,2-BIS-(ETILENODIOX1)-PROPANO (13)*°

13

O grande interesse nesta sintese era que ocorresse somente a monoprotegéo
na carbonila do carbono C2, porém ocorreu a dupla protegéo.

A um bal&o de 100 mL equipado com um Dean-Stark, agitagio magnética e
condensador de bolas, adicionaram-se 1,005 g (6,78 mmol) de 3, alguns cristais de
acido p-toluenosulfénico, 0,540 g (8,70 mmol) de etilenoglicol em 50 mL de tolueno.
Esta mistura foi aquecida sob refluxo com remogéo continua de agua por 12 horas.
Depois de resfriada foi lavada com uma solugdo de bicarbonato de sédio 10%, a
mistura reacional foi seca sob sulfato de magnésio anidro e o solvente evaporado a
presséo reduzida. Primeira tentativa, temperatura de 140 °C, e segunda tentativa,
90 °C. Em ambas, observou-se a formagéo de cristais brancos, produtos de dupla

rotegcdo com rendimentos entre 4-6% que foram analisados por IV e RMN. Obteve-
proteca
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se tempo de retengdo 10,64 minutos (Método 2). IV (KBr), v (cm™): 3073: 3012;
2950; 2881; 1481, 1447, 1374; 1270; 1135; 1090; 989; 929; 840; 765; 703
(Espectro 11); EM (IE, 70eV) m/z (%): 165 (2}, 149 (17); 123 (2); 105 (100); 87 (7);
77 (39); 63 (1); 43 (85) (Espectro 12); RMN de "H (300 MHz, CDCls): 5 1,45 (s, 3H):;

3,83 (m, 4H); 4,17 (m, 4H); 7,35 (m, 3H); 7,89 (m, 2H) (Espectro 13);

5.5 — SINTESE DE 4-FENIL-5-METIL-1,3,2-DIOXATIOLANO-2-OXIDO (11)"
P

S
\
0

——

11

A uma solugéo de (1R,25)-6 (835 mg; 5,49 mmol; >99% e.e.) e trietilamina
(~2,8 mL, 20 mmol) em diclorometano seco (20 mL) foi adicionada uma solugéo de
cloreto de tionila (~0,55 mL; 7,5 mmo!) em diclorometanc (15 mL), gota a gota, por
um periodo de 10 minutos. A agitacdo continuou até o término da reacdo
acompanhada por CCD e CG com o consumo total de (1R,2S5)-6.

A mistura foi diluida com diclorometano (50 mL), lavada com agua (100 mL) e
solug@o saturada de cloreto de sédio (100 mL). A solugdo organica foi seca sob
sulfato de magnésio anidro e filtrada. O filtrado foi concentrado em um
rotaevaporador e purificado por CC com hexano:acetato de etila {8:2), obtendo-se
uma mistura de sulfitos ciclicos diastereoisoméricos (2R,4R,55)- e (25,4R,55)-11
(~1:1) na forma de um 6leo marrom palido, com rendimentos entre 61-84% e tempo

de retengdo de 11,39 e 11,53 minutos (Método 1). IV (NaCl), v (cm™): 3067; 3036;
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2928; 2851; 1738; 1496; 1454; 1388; 1212; 1083; 1042; 949; 908: 846; 815 759
702 (Espectro 14); EM (IE, 70eV) m/z (%): 154 (38); 126 (21); 117 (3); 105 (60);
91 (14); 78 (59); 64 (11); 43 (100) (Espectro 15); RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) da
mistura diastereoisomérica: 5 1,00 (d; J = 6,6 Hz; 3H); 1,19 (d; J = 6,6 Hz; 3H);
4,96 (qi; J = 6,6 Hz; 1H); 5,32 (qi; J = 6,6 Hz; 1H); 5,60 (d, J = 66 Hz, 1H),
587 (d, J = 66 Hz, 1H);, 720 (m, 2 H) 741 (m, 8 H) (Espectro 16);
RMN de "C (75 MHz, CDCls) da mistura de diastereoisémeros: § 15.5; 18,4: 79.0:
81,4, 84,0; 86,8, 126,5; 126,7; 1285, 128,6; 128,9; 133,2; 1334 (Espectro 17):
RMN de °C DEPT 90 (75 MHz, CDCls): 8 79,0 (+); 81,4 (+): 84,0 (+): 86,8 (+); 126.5
(+); 126,7 (+), 1285 (+); 128,6 (+); 128,9 (+); RMN de *C DEPT 135 (75 MHz,
CDCls): 5 15,5 (+), 18,4 (+); 79,0 (+); 81,4 (+); 84,0 (+); 86,8 (+); 126,5 (+): 126,7 (+);

128,5 (+); 128,6 (+); 128,9 (+) (Espectro 18).

5.6- SINTESE DE 4-FENIL-5-METIL-1,3,2-DIOXATIOLANO-2,2-DIOXIDO (12)

5.6.1 - Procedimento 1:° A uma solugdo de 11 (251 mg; 1,26 mmol) em
acetonitrila (20 mL) e tetracioreto de carbono (20 mL) foram adicionados periodato
de sodio (1,5 eq.; 406 mg; 1,88 mmol), seguido de uma quantidade catalitica de

cloreto de ruténio lll e agua (20 mL). A mistura foi agitada por 1 hora & temperatura
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ambiente até o término da reacso, acompanhada por CCD com o desaparecimento

do material de partida, foi registrado um cromatograma de CG do bruto da reacéao.

5.6.2 - Procedimento 2:9 A uma solugdo de 11 (195 mg; 0,98 mmol) em
acetonitrila (10 mL) foram adicionados periodato de sddio (1,5 eq.. 316 mg;
1,48 mmol) e uma solugdo de cloreto de ruténio Il em agua (2 mL). A mistura foi
agitada por 30 minutos & temperatura ambiente até desaparecimento do reagente de
partida acompanhada por CCD, foi registrado um cromatograma de CG do bruto da

reacgao.

5.6.3 - Procedimento 3:* A uma solucdo de 11 (97 mg; 0,48 mmol) em
5 mL de diclorometano, adicionou-se acido m—cloroperbenzéico (86 mg; 0,5 mmol).
A mistura reacional foi agitada & temperatura ambiente por 72 horas, foi retirada uma

aliquota e registrado um cromatograma de CG da reacéo.

5.6.4 - Procedimento 4:"7¥

(IR.25)-6 12

Esquema 28

* Block, E.; Putman, D.J. 4m Chem. Soc. 1990, 112, 40724074,
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A uma 'solug:éo resfriada (0°C) sob agitagcdo de trietilamina
(12,5 eq.; 2,28 mL; 16,38 mmol) e de (1R,2S)-6 (200 mg; 1,31 mmol; >99% ee)em
diclorometano (22,5 mL) foi adicionado cloreto de sulforila (5 eq.; 0,53mL;
6,55 mmol). A reacdo foi acompanhada por CCD e apdés 1 hora de reacéo, a mistura
reacional foi lavada com agua e a fase organica seca sob sulfato de magnésio
anidro e filtrada. O filtrado foi evaporado & pressdo reduzida e foi registradc um

cromatograma de CG do bruto da reagdo. Ndo se observou a formacéao de 12.
5.6.5 - Procedimento 5:"* Procedimento 4 realizado a —60°C, também com registro
de um cromatograma de CG do bruto da reacdo. Observou-se a formagao de varios

subprodutos, e apenas tragos de 12.

5.7 — SINTESE DO (1R,2S)-CLORIDRATO DE EFEDRINA (2)%

Uma solugac de (R)-4 (100 mg; 0,67 mmol; 96% e.e.) e metilamina 40%
(257mg; 3,33 mmol) em metanol (20 mL) foi agitada sob atmosfera de H, na
presenca de Pd/C (10%) por 5 horas. Apds este periodo, a mistura reacional foi
filtrada e o solvente evaporado a pressao reduzida. Ao produto bruto desta reag¢ao
sem preévia purificagéo foi borbulhado &cido cloridrico em solugdo etérea (50 ml),
observando-se a formagdo de um sdlido branco. Registrou-se faixa de fusdo de

215,8-219,0°C e rendimentos entre 15-40%; [«}°-20,0 (c = 50; H0),

D
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{it” [ -332-35,5 (c = 5,0; H20); configuracdo (1R,28)}; IV (KBr), v (cm™): 3343;
2973, 2827; 2744; 1582; 1494; 1455; 1421; 1392; 1241; 1207; 1163; 1114: 1051:
988 (Espectro 19); RMN de 'H (300 MHz, D20): 6 1,15 (d; J = 7,0 Hz; 3H); 2,78
(s, 3H), 3,57 (m, 1H); 514 (d; J = 3,3 Hz, 1H); 7,44 (m, 5H) (Espectro 20);
RMN de C (75 MHz, D:O): & 9,6; 30,5; 59,7; 71,2; 125,7: 128,1; 128,4; 138,0
(Espectro 21); RMN de C DEPT 90 (75 MHz, D,0): § 59,7 (+); 71,2 (+); 125,7 (+);
128,1 (+); 128,4 (+); 138,0 (+); RMN de "*C DEPT 135 (75 MHz, D;0): § 9,6 (+):

30,5 (+); 59,7 (+); 71,2 (+); 1257 (+); 128,1 (+); 128,4 (+); 138,0 (+) (Espectro 22);

5.8 — SINTESE DE (R)-2-CLORO-1-FENIL-1-PROPANONA (9): "7

Cl
(R)-9

5.8.1 - Procedimento 1:¥* A uma solug&o de (S)-5 (100 mg; 1 eq.;: 0,67 mmol: 96%
e.e.) e carbonato de célcio anidro (1,33 mg; 2 eq.; 1,34 mmol) em éter etilico (15 mL)
foi adicionado cloreto de tionila (4,75 g; 7,75 mL; 60 eq.) gota a gota a 0°C por 30
minutos. Apds 4 horas de agitagdo a temperatura ambiente, o solvente da mistura
reacional foi completamente evaporado e o produto extraido com diclorometano, ndo

se observando a formacgéo de (R)-9.

%" 2) Shoppee, C.W. J. Chem. Soc. 1946, 1138; b) Mckenzie, A.; Clough, G.W. J Chem Soc. 1910, 97, 2564,
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5.8.2 - Procedimento 2:7° Foi adicionado cloreto de tionila (523 mg; 0,32 mL;
3,11 mmol; 5eq.) a (S)-5 (100 mg; 0,67 mmol; 1 eq.; 96% e.e.) gue foi agitado por 48

horas, néo se observando a formagso de (R)-9.

5.8.3 - Procedimento 3:" A uma solugéo de (S)-5 (100 mg; 0,67 mmol: 1 eq.: 96%
e.e.) e trietiiamina (271 mg; 0,38 mL 2,68 mmol; 4 eq.) em diclorometano (5 mL) foi
adicionada uma solugéo de cloreto de tionila (119 mg; 0,1 mL; 1,00 mmol; 1,5 eq.)
gota a gota por um periodo de 20 minutos a 0°C. A agitacdo a temperatura ambiente
prosseguiu por 72 horas. Ao término da reagéo acompanhada por CG. a mistura foi
diluida com diclorometano (50 mL) e lavada com agua (2 x 50 mL) e solugao
saturada de cloreto de sddio (100 mL). A fase organica foi seca sob sulfato de
magnésio anidro e filtrada. O filtrado foi concentrado em um rotaevaporador e o
produto purificado por CCDP com hexano: acetato de etila (9:1), obtendo-se (R)-9,
um dleo marrom, com tempo de reten¢do 8,62 minutos (Método 1); com rendimento
de 85% e e.e. 47%; [o]9 -10,0 (c = 1,0; CDCls) {lit® [J¥ +15,2 (c = 1,0; CDCly):
(25)} indicando a inversdo parcial da configuragio de C2 de (S)-5 para (2R) em 9;
IV (NaCl), v (cm™): 3066; 2988; 2930; 2851; 1689; 1596: 1445; 1377; 1343; 1251;
1197, 1178; 1076; 1056; 998 (Espectro 23);, EM (IE, 70eV) m/z (%): 105 (100);
77 (68); 55 (5); 51 (39) (Espectro 24); RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 8 1,75
(d; J=86.7 Hz; 3H); 5,26 (q; J =6,7 Hz; 1H); 7,50 (m, 2H); 7,60 (m, 1H): 8,02 (m, 2H)

(Espectro 25); RMN de ™*C (125 MHz, CDCls): § 19,9; 52,7; 128,7; 129,0; 133,7;

= Scnawane, H.R.; Bellur. N.S ; Kulkami, D.G.; Ayyangar, N.R. Tetrahedron 1994, 50, 1243-1260:
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134,1; 193,6 (Espectro 26); RMN de C DEPT 90 (125 MHz, CDCls): & 52,7 (+);
128,7 (+); 129,0 (+); 133,7 (+); RMN de *C DEPT 135 (125 MHz, CDCls): § 19,9 (+);

52,7 (+); 128,7 (+); 129,0 (+); 133,7 (+) (Espectro 27);

5.9 - REDUCOES MICROBIOLOGICAS

5.9.1 — Redugdes microbioldgicas de (3)

Esquema 29

5.9.1.1 - Procedimento 1: Redugdo com fermento de pédo (Saccharomyces
cerevisiae) em meio aquoso:'™ Em um erlenmeyer, mantido em banho
termostatizado a 32 °C, foram coiocados 2,0 g de fermento de p&o seco em 25 mL
de solug@o tampao de fosfato pH 3 e mantido sob agitacdo por 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 125 mg de 3 (0,84 mmol) a ser reduzido, dissolvido em
etanol (1-8%). Apds um determinado tempo de reagéo, adicionaram-se 5 g de Celite
a mistura reacional sob agitagéo e a mistura foi filtrada. O filtrado é extraido com
acetato de etila (200 mL). Os produtos obtidos [(R)-4; (S)-5; (1R,2S5)-6] foram

purificados atraves de CC e CCDP com eluente hexano/acetato de etila 9:1.



61

5.9.1.2 - Procédimento 2: Redugdo com fermento de p#o (Saccharomyces
cerevisiae) em solventes orgénicos: Em um erlenmeyer mantido em banho
termostatizado a 32 °C, foram colocados 2,0 g de fermento de p&o seco em 25 mL
de solvente organico (hexano, acetato de etila, éter etilico) e adicionaram-se 1,6 mL
de agua, gota a gota, e a mistura foi mantida sob agitagdo por 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 125 mg de 3 (1,68 mmol) a ser reduzido. Apds um
determinado tempo de reagéo, adicionaram-se 5 g de Celite a mistura reacional sob
agitagao e a mistura foi filtrada. O filtrado & extraido com acetato de etila (200 mL).
Os produtos obtidos [(R)-4; (S)-8; (1R,2S)-6] foram purificados através de CC e

CCDP, utilizando-se hexano/acetato 9:1.

5.8.1.3 - Estudo para obtengdo seletiva de (R)4 através da biorredugao de (3):
Foram testadas algumas condicdes reacionais para a reducdo microbiologica de 3, a
fim de se obter (R)-4, seletivamente. Tanto utilizando-se o Procedimento 1 e
Procedimento 2, como também a utilizagdo de possiveis inibidores para a formacgéo
de (S)-5 e (1R,25)-6. Para o Procedimento 1, fez-se utilizagdo de borbulhamento de
gases (N2, Ar e O2). além da utilizagdo de etilenoglicol e benzaldeido como possiveis
inibidores da redugdo. Para o Procedimento 2, utilizaram-se alguns solventes
organicos para se observar uma possivel diferenciagdo na obtengio de (R)4 em

relagéo a (S)-5 (Tabela 10).
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Tabela 10: Combinacdes experimentais para biorredu
———— eI

¢éo de 3 mediada por fermento de pao

Enfrada Procedimento Aditivo ou Solvente  Tempo de reacéo (horas)
1 2 Hexano 3
2 éter de petréleo 3
3 2 éter etilico 3
4 2 hexano/AcOEt 5% 3
5 2 hexano/AcOE! 10% 3
6 2 hexano/etilenoglicol® 3
7 1 - 2
8 1 etilenoglicol® 2
9 1 N 2

10 1 N/etilenoglicol® 2
11 1 N,/O, 2
12 1 Ar 2
13 1 benzaldeido® 1

* Adicio de 25 mL de etilenoglicol ac meio reacional; °

seguinte alteracao: utilizagdio de 50 mgde 3 e adicao de 1

Mesmas condiches experimentais descritos no Procedimento 1, com a
00 tng de benzaldeido.

Os gases utilizados nas entradas 9-12 foram borbulhados por vinte minutos

no meio reacional antes da adicdo de 3. Para a entrada 11, vinte minutos de

borbulhamento de nitrogénio seguido de mais vinte minutos de oxigénio. Para as

entradas 6, 8 e 10 foram utilizados 5 mL de etilenoglicol.

5.9.1.4 - Procedimento 3: Condensacéo aciloinica de Benzaldeido e Acido

PirGvico: "

O

H OH BY
- PhCH,OH

R4 (5-5

Esquema 30
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A 25 mL de dgua foram adicionados 6,25 g de fermento de péo seco e 5 g de
glicose. Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente por 10 minutos.

Entéo uma solugéo de benzaldeido (300 mg; 2,82 mmol) em etanol (1 mL) foi
adicionada & suspensdo fermentativa sob agitacdo. Apds uma hora, 3,1 g de
fermento de p&o seco e 2,5 g de glicose foram adicionados & mistura reacional,
mantida sob agitacdo por 3,5 horas (Tabela 11).

A mistura reacional foi filtrada a vacuo com 20 g de Celite e extraida com
acetato de etila (100 mL). A fase organica foi seca sob sulfato de magnésio anidro, e

o solvente evaporado sob presséo reduzida.

Tabela 11: Condensagéo aciloinica de benzaldeido com acido pirivico mediada por fermento de péo

Entrada Método Aditivo Tempo de reagdo (horas)
1 3 - 45
2 3 acetaideido® 45

* Mesmas condigdes do método 3 com adicao de 300 mg de acetaldeido

5.9.1.5 - Estudo cinético da redugdo enantiosseletiva de 3, 4 e 5 através do
acompanhamento da evolugao das reagdes:

Primeiramente, fez-se um estudo semi-qualitativo da influéncia do pH na
reducao de 1 em pH 4 (Figura 1) e pH 3 (Figura 2), observando-se a evolucdo da
formagido dos produtos desta reducdo. Em um erlenmeyer, mantido em banho
termostatizado a 32 °C, foram colocados 21 g de fermento de p&o seco em 50 mL de
solucdo tamp&o de fosfato (KHPO4/HsPOs 0,5 mol.L”). Em seguida, foram
adicionados 500 mg de 3, a ser reduzido, dissolvido em etanol (1 mL). A cada 5
minutos, foi retirada uma aliquota da redugéo e extraida com acetato de etila, e 1 uL

desta solugao resultante foi injetada em um cromatégrafo a gas.
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Através da utilizacdo da 2-fluorobifenila, como padrdo interno das amostras
retiradas do meio reacional na analise por CG/EM, fez-se o acompanhamento da
reducdo microbioldgica de 3 mediada por fermento de pdo, utilizando-se algumas
condigbes reacionais: aerdbia (Figura 3); anaerdbia, com borbulhamento de
nitrogénio (20 minutos) (Figura 4); borbulhamento de nitrogénio (20 minutos) seguido
de oxigénio (20 minutos) (Figura 8); borbulhamento de nitrogénio (60 minutos)
seguido de oxigénio (20 minutos) (Figura 7), e borbulhamento de nitrogénio (6 horas)
seguido de oxigénio (20 minutos) (Figura 8). A redugdo de (R)4 e (S)-5 em
condicoes aerdbias e anaerdbias (borbulhamento de nitrogénio por 20 minutos)
(Figura 5) também foram acompanhadas.

Amostras de 3, (R)-4, (S)-5, (1R.25)-6 e da 2-fluorobifenila de massas
conhecidas foram injetadas para calibracido dos fatores de resposta de cada

composto em relagéo ao padré&o interno perante o detector do cromatégrafo.

Tabela 12: Fatores de resposta de 3. (R)-4, (S)-5e (1R.25)-6

Composto Tempo de refengéo (minutos)® Fator de resposta
3 6.67 0,4168
4 7.67 0,2166
5 8,12 0,2792
6 9,07 0,4086
2-fluorobifenila 964 -

T Método 4

Em um erlenmeyer, mantido em banho termostatizado a 32 °C, foram
colocados 4,0 g de fermento de pdo seco em 50 mL de solugdio tampéo de fosfato
pH 3 e mantido sob agitagdo por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados

250 mg do substrato [3; (R)-4 ou (S)-5] a ser reduzido, dissolvido em etanol (1 mL).
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A cada 30 minutos, foi retirada uma aliquota da redugdo (1 mL) e extraida com
acetato de etila (6 mL). O solvente foi evaporado e 1 mL de uma solucao padrio de
2-fluorobifenila (0,1 mg/mL) foi adicionado, e 1 ul desta solugio resultante foi
injetada em um cromatégrafo a gas. O acompanhamento da redugcdo de cada
composto [3; (R)-4 e (S)-5] foi realizado em condigbes aerdbias e anaerdbias

(20 minutos de borbulhamento de nitrogénio antes da adico do substrato).

5.9.1.6 - Estudo do efeito do agicar na seletividade da redugdo microbiolégica
de (3):"

Para a observagéio do efeito da presenca do aglcar na redugcdo de 3 foram
testadas algumas concentragdes de aglcar no meio reacional.

Em um erlenmeyer, mantido termostatizado a 32 °C, foram colocados 4.0 g de
fermento de p&o seco e aglcar (em quantidades diferentes) em 200 mL de agua e
mantido sob agitagdo por 1 hora. Em seguida, foram adicionados 200 mg de 3
(1,35 mmol) em etanol (1 mL). Apés 1 hora de reag&o, adicionam-se 5 g de Celite a
mistura reacional sob agitagdo e a mistura foi filtrada. O filtrado & extraido com
acetato de etila (200 mL). Os produtos obtidos [(R)-4; (S)-5: (1R 2S)-8] foram

purificados através de CC e CCDP com eluente hexano/acetato de etila 9:1.
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5.9.1.7 - Estudo do efeito da utilizagao da resina XAD-7 na seletividade e no
rendimento da redu¢do microbiolégica de (3):

Para a observagdo do efeito da presenca do agucar, utilizacdo da resina
XAD-7 e condigéo anaerdbia na redugdo de 3 foram testadas algumas condicbes
reacionais. Em um erlenmeyer, mantido termostatizado a 30 °C, foram colocados
4,0 g de fermento de pao seco em 200 mL de agua e mantido sob agitacdo por
1 hora. Em seguida, foram adicionados 200 mg de 3 (1,35 mmol) em etanot (1 mL).
Nos experimentos que utilizam agtcar, foram adicionados 4 g de aclcar antes do
periodo de agitagdo de 1 hora. Nos experimentos anaerdbios, o nitrogénio foi
borbulhado por 20 minutos depois da adigdo de agucar. E para utilizagdo da resina
XAD-7 (3 g), o substrato 3 (200 mg) foi adsorvido @ mesma antes da sua adicdo ao
meio reacional. Apés 1 hora de reagéo, os produtos foram isolados e purificados

atraves de CC e CCDP com eluente hexano/acetato de etila 9:1.

5.9.1.8 - Estudo cinético da redugdo enantiosseletiva de 3, utilizando-se
atmosfera inerte e agucar:

Através da utilizagdo da 2-fluorobifenila como padrio interno das amostras
retiradas do meio reacional na analise por CG/EM, fez-se o acompanhamento da
reducdo microbioldgica de 3 para se observar qual o efeito da atmosfera inerte e do
acucar.

Em um erlenmeyer, mantido em banho termostatizado a 32 °C, foram
colocados 4,0 g de fermento de p&o seco e 5 g de actcar em 200 mL de agua e

mantido sob agitacdo por 40 minutos. Em seguida foi borbulhado argénio por
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20 minutos e foi adicionado 3 (250 mg) dissolvido em etanoi (1 mL). A cada 30
minutos, foi retirada uma aliquota da reducdo (1 mL), extraida com acetato de etila
(6 mL). O solvente foi evaporado e 1 mL de uma solugdo padrio de 2-fluorobifenila
(0,1 mg/mL) foi adicionado, e 1 uL desta solucdo resultante foi injetada em um

cromatografo a gas.

5.9.2 - Obtenc¢éao de (R)-{-)-1-fenil-1-hidroxi-2-propanona (4):

H

&
(R4

Para obteng&o de (R)-4, escolheu-se a condigdo reacional de borbuthamento
de nitrogénio (20 minutos) seguido de oxigénio (20 minutos). Apods 2 horas de
reacdo, adiciona-se 5 g de Celite a mistura reacional sob agitacdo e filtra-se. O
filtrado foi extraido com acetato de etila (200 mL), seco sob sulfato de sédio anidro e
o solvente evaporado sob pressao reduzida. Obtendo-se (R)-4 que foi purificado por
CCDP, utilizando-se hexano/acetato 9:1; para dar um 6leo transparente de tempo de
retencdo 7,50 minutos (Método 1); (R) 8,60 e (S) 9,13 minutos (Método 3); com
rendimento de 21%; [o];-198.1 (c = 1,1; CHCly) {lit® [o?-408,7 (c = 1,1; CHCl)};
configuragao absoluta (1R) e e.e. 96%; IV (NaCl), v (cm™). 3454; 3067; 3036; 2923,
2856; 1713; 1491; 1450; 1357; 1223; 1176; 1089; 1064; 749; 698 (Espectro 28):
EM (IE, 70eV) m/z (%): 107 (67); 79 (100); 43 (54) (Espectro 29): RMN de 'H
(300 MHz, CDCls): & 2,08 (s, 3 H); 3,88 (I, 1 H); 509 (s, 1 H); 7,34 (m, 5 H)

(Espectro 30); RMN de ™C (75 MHz, CDCly): & 25,3; 80,1; 127.2; 128,6; 128,9:
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137,8; 206,8 (Espectro 31); RMN de ®C DEPT 90 (75 MHz, CDCls): & 80,1 (+);
127,2 (+); 128,6 (+); 128,9 (+); RMN de *C DEPT 135 (75 MHz, CDCls): 5 25,3 (+);

80,1 (+); 127,2 (+); 128,6 (+); 128,9 (+) (Espectro 32);

5.9.3 - Obtengao de (S)-(-)-1-fenil-2-hidroxi-1-propanona (5):1¢

OH
(5)-5

Em um erlenmeyer (125 ml), 4 g de fermento de pao seco foram suspensos
em 40 mL de uma solugdo tampé&o de KH,PO, pH 7 (50 mmol/L), mantido sob
agitacdo a 53 °C por 1 hora, e em seguida, metilvinilcetona (150 mg) foi adicionada.

A mistura reacional foi mantida sob agitagdo a 30°C por 30 minutos e, em
seguida, 3 (120 mg; 0,81 mmol) em etanol (3 ml) foi adicionado e a reacgéo foi
mantida sob agitagdo por 5 horas a 30°C. Apds o término da reagao, adicionam-se
5 g de Celite & mistura reacional sob agitagéo e filtra-se.

O filtrado foi extraido com acetato de etila (200 mL.), seco sob sulfato de sodio
anidro e o solvente evaporado sob presséo reduzida, obtendo-se (S)-5, purificado
por CCDP com hexano/acetato de etila 9:1, na forma de um élec marrom pastoso de

tempo de retengdo 8,03 minutos (Método 1); 14,63 e 15,19 (Método 5); com
rendimentos entre 45-68%; [«[°-139,5 (¢ = 6,7; CHCl3), {Iit."® [o]% -92,0 (c = 6.7;
CHCl)}; configuragdo absoluta (2S) e e.e. 96%; IV (NaCl), v (cm™): 3480; 2990;

2928; 2856; 1687; 1450; 1367; 1259; 1135; 1069; 1012; 965; 898 (Espectro 33);

EM (IE, 70eV) m/z (%): 150 (M, 0); 105 (100); 77 (51); 51 (34) (Espectro 34);
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RMN de "H (300 MHz, CDCl): § 1,46 (d: J = 7,0 Hz: 3H): 3,81 (d; J = 6,2 Hz; 1H);
517 (dg; J = 6,2 Hz; 7,0 Hz; 1 H); 7,51 (m, 2H); 7,63 (m, 1H); 7,93 (m, 2H)
(Espectro 35); RMN de 'H (300 MHz, CDCI¥D,0): & 1,46 (d; J = 7,0 Hz: 3H):
516 (q; J = 7,0 Hz, 1H); 7,51 (m, 2H); 7,63 (m, 1H); 7,93 (m, 2H) (Espectro 36):
RMN de ™C (75 MHz, CDCls): & 22.8; 69,7; 129,0; 129,2; 1336 134.3: 202.5
(Espectro 37); RMN de “C DEPT 90 (75 MHz, CDCl): § 69,7 (+); 129.0 (+):
129,2 (+); 134,3 (+); RMN de °C DEPT 135 (75 MHz, CDCls): § 22,8 (+): 69,7 (+):

129,0 (+); 129,2 (+); 134,3 (+) (Espectro 38).

5.9.4 - Obtengéo de (1R,2S)-(-)-1-fenil-1,2-propanodiol (6)

(1R,25)-6

Para obtencdo de (1R,25)-6, escolheu-se a condig&o reacional que utiliza o
borbulhamento de nitrogénio (20 minutos) seguido de oxigénio (20 minutos). Apos
4 horas de reacdo, adicionaram-se 5 g de Celite a mistura reacional sob agitacdo e a
mistura foi filtrada. O filtrado foi extraido com acetato de etila (200 mL), seco sob
suifato de sodio anidro e o solvente evaporado sob pressao reduzida, obtendo-se
(1R,2S5)-6, purificado por CCDP com hexano/acetato de etila 9.1, um oleo amarelo
palido, com tempo de retengdo de 9,91 minutos (Método 1), 13,66 (Método 3) e

rendimentos entre 74-97%; [¢f’-39,0 (¢ = 3,2, CHCly), {lit.® [0} -386 (c = 3,2

CHCls); configuragdo absoluta (1R,2S)}; e e.e.>99%: IV (NaCl), v(cm™): 3387; 3067:
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3030; 2978; 2931; 1494; 1452; 1259; 1078; 993 (Espectro 39); EM (IE, 70eV)
m/z (%). 117 (1); 108 (67); 91 (8); 7S (100); 63 (5); 45 (35) (Espectro 40); RMN de 'H
(300 MHz, CDCls): § 094 (d; J = 6,2 Hz; 3H); 2,63 (I, 1H); 3,16 (I, 1H): 3,86
(dg; J = 4,0 Hz; 6,2 Hz; 1H); 4,54 (d; J = 4,0 Hz; 1H); 7,22 (m, 5H) (Espectro 41);
RMN de *C (75 MHz, CDCl): & 17,0; 71,3; 77,4; 126,4; 127,5: 128,1: 140 1
(Espectro 42); RMN de ™C DEPT 90 (75 MHz, CDCls): § 71,3 (+); 77.4 (+); 126,4 (+):
127,5 (+); 128,1 (+); RMN de "*C DEPT 135 (75 MHz, CDCls): 5 17,0 (+); 71,3 (+);

77,4 (+), 1264 (+); 127,5 (+);, 128,1 (+) (Espectro 43).
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