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RESUMO

O emprego da Biocatalise utilizando enzimas isoladas ou células integras fornece
alternativas eficientes e potencialmente quimio-, regio- e estereosseletivas para a transformacéo
de uma ampla variedade de compostos organicos. Neste trabalho aplicamos a Biocatalise na
sintese quimioenzimatica de derivados de o-metil-B-hidroxiéster utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae na reducdo de a-metileno-p-cetoésteres e também na sintese de 4-
tiazolidinonas através de uma reacdo multicomponente one-pot combinada com o uso de
biocatalisadores. Dessa forma esta tese € composta de trés capitulos, sendo o primeiro uma
introducdo geral seguida de dois capitulos de trabalho experimental, resultados e discusséo.
Os a-metil-B-hidroxiésteres sdo compostos importantes para a sintese organica assimétrica,
onde sdo aplicados como blocos construtores para a sintese de diversos compostos. Nesse
contexto, existe um grande interesse na busca por métodos convenientes e seletivos para sua
sintese. Dentre as estratégias mais estudadas, a reducao assimétrica de a-metileno-p-cetoésteres
tem sido a via mais investigada. Neste trabalho, a rota sintética proposta para a obtencdo dos
substratos a-metileno-p-cetoéster consistiu na obtencdo dos a-metileno-B-hidroxiésteres
através da reacdo de Morita-Baylis-Hillman (rendimentos de 64 a 96%), seguida por uma reacédo
de oxidacdo utilizando o acido 2-iodoxibenzoico (IBX) (rendimentos de 88 a 95%). Os
substratos a-metileno-B-cetoésteres foram submetidos a reacdo de reducéo utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Os a-metil-B-hidroxiésteres foram obtidos com conversdes de 66 a
99%, diastereosseletividade de até 91:9 e excessos enantioméricos maiores que 99% para todos
os diastereoisébmeros. De maneira geral, podemos concluir que a levedura S. cerevisiae foi
capaz de reduzir os a-metileno-p-cetoésteres a a-metil-p-hidroxiésteres com alta diastereo- e
enantiosseletividade.

As 4-tiazolidinonas sdo um importante nicleo heterociclico presente em diversos
compostos biologicamente e farmacologicamente ativos. Portanto, ha um grande interesse no
desenvolvimento de metodologias adequadas para sintetizad-lo. A eficiéncia das reacdes
multicomponentes combinadas com 0s aspectos sustentaveis da Biocatalise foram empregadas
na sintese desta classe de compostos. Uma cole¢do de células microbianas, enzimas isoladas e
a albumina de soro bovino foram triados para atividades cataliticas nesta reacdo. A influéncia
do solvente, a relacdo estequiométrica dos substratos e os substituintes no anel aromético dos
aldeidos também foram avaliados. Em relagdo a proporcdo estequiométrica de substratos os
melhores resultados foram observados quando se utilizou uma propor¢éo de 1: 1: 3 de aldeido:



amina: acido carboxilico. A relag&o entre o substituinte do anel aromético dos aldeidos e a taxa
de reacdo ndo ficou clara ja que as conversdes variam com os diferentes biocatalisadores
testados. De maneira geral as 4-tiazolidinonas foram obtidas com rendimentos bons a

moderados (52 a 69%), sob condicdes de reacdo suaves.

Palavras-chave: Biorreducdo, Adutos de Morita-Baylis-Hillman, Saccharomyces cerevisiae,

Reac6es Multicomponentes, 4-Tiazolidinonas.



ABSTRACT

The application of biocatalysis using isolated enzymes and entire cells is a powerful tool
to transform a wide range of organic compounds in chemo-, regio- and stereoselective mode.
In this work, we applied the biocatalysis in the chemical enzymatic synthesis of a-methyl-p-
hydroxy ester using Saccharomyces cerevisiae by the reduction of a-methylene-p-keto ester
and 4-thiazolidinones by a one-pot multicomponent reaction combined biocatalysts. This work
is composed by a general introduction followed by two chapters of experimental work, results
and discussion.

The a-methyl-B-hydroxy ester is an important compound for asymmetric organic
synthesis, where they are applied as building blocks to the synthesis of several compounds. This
synthesis is getting attention following appropriate methodologies and high selectivity. In the
most studied strategies, the asymmetric reduction of a-methylene-B-keto ester in the chemical
or enzymatic path are one of the most investigated approaches. The synthesis route to the
formation of a-methylene-f-keto ester was the conversion of a-methylene-p-hydroxy ester by
Morita-Baylis-Hillman reaction (yields of 64 to 96%), followed by an oxidation reaction using
IBX (yields of 88 to 95%). The a-methylene-B-keto ester substrates were exposed as a reactant
to the reduction reaction applying Saccharomyces cerevisiae. The product a-methyl-p-hydroxy
ester were produced with 66 to 99% of conversion, the diasteroselectivity of 91:9 and
enantiomeric excess higher than 99% to all diasteroisomers. Concluding, the S. cerevisiae could
reduce the a-methylene-pB-keto ester to a-methyl-B-hydroxy ester with high diastereo- and
enantioselectivity.

The 4-thiazolidinones are an important heterocyclic scaffolds present in many
biologically and pharmacologically active compounds. Therefore, the development of a proper
methodology to synthesize this compound is an actual concern. The efficiency of
multicomponent reactions combined with the sustainable feature of biocatalysis were employed
in the synthesis of these compounds. A collection of microbial cells, isolated enzymes and
bovine serum albumin were screened for catalytic activities. The solvent influence,
stoichiometric relations between substrates and the aromatic ring substitutes in the aldehydes
were evaluated either. The stoichiometric relation were the greater in the proportionof1:1:3
aldehyde : amine : carboxylic acid. The relation between the aldehyde aromatic ring substitutes

and the reaction rate was not clear, since the conversions vary with the tested biocatalysts.



Summarizing, the 4-thiazolidinones were obtained with good and moderate yields (52 to 69%),
under mild reaction conditions.

Keywords: Bioreduction, Morita-Baylis-Hillman adducts, Saccharomyces cerevisiae,
Multicomponent reactions, 4-Thiazolidinones.



Apresentacéo geral da tese

A presente tese € composta de trés capitulos, sendo o primeiro uma introducdo geral
seguida de dois capitulos de trabalho experimental, resultados e discusséo.

A introducéo geral da tese procura dar uma perspectiva sobre a potencialidades do uso
da Biocatalise em sintese organica, relevando, sobretudo, as vantagens apresentadas em relacédo
aos catalisadores quimicos e o uso dos biocatalisadores nas formas de células integras e enzimas
isoladas.

O segundo capitulo refere-se a sintese quimioenzimatica de derivados de o-metil-p-
hidroxiéster utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae na reducdo de a-metileno-f3-
cetoesteres.

O terceiro capitulo aborda a sintese de 4-tiazolidinonas através de uma reagdo
multicomponente one-pot combinada com o uso de biocatalisadores.

Os capitulos 2 e 3 estdo organizados nos seguintes itens: “Resumo”, “Introducdo”,
“Resultados e Discussdo” e “Conclusdes”. As “Conclusdes gerais”, a “Parte Experimental”, as

“Referéncias Bibliograficas” e os “Anexos” encontram-se no final da tese.
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Capitulo 1. Introducéo geral

“The art to make ‘impossible’ reactions work by using the most powerful catalysts on earth —
enzymes — is known as BIOCATALYSIS.”

Professor Kurt Faber

Biocatalysis is the chemical process through which enzymes or other biological catalysts
perform reactions between organic components.

Nature

Ao longo da histéria da humanidade os micro-organismos apresentaram uma enorme
importancia social e econdmica. A aplicacdo de micro-organismos e enzimas microbianas para
a preparacdo e conservacdo de alimentos e bebidas tem uma longa histéria (REETZ, 2013;
SHELDON; PEREIRA, 2017).

Os seres humanos tém utilizado enzimas h& milhares de anos em fermentacfes para
produzir ou conservar alimentos, tais como queijo, vinho, vinagre e cerveja. Os sumérios e 0s
babil6nios utilizavam micro-organismos na fermentacdo de cerveja antes de 6000 a.C.,
referéncias a fabricacdo de vinhos podem ser encontradas no Livro de Génesis e 0s egipcios
usavam leveduras para fazer pdo (SHELDON; PEREIRA, 2017; WANDREY; LIESE;
KIHUMBU, 2000).

Os exemplos mais antigos do uso intencional de micro-organismos para conversdes
desejadas em escala industrial datam de 1815 e 1880, para a producdo de &cido acético a partir
de etanol e de acido latico (enantiopuro), respectivamente (WANDREY:; LIESE; KIHUMBU,
2000).

Os micro-organismos sdo atualmente utilizados para a producédo de diversos compostos
qguimicos complexos: na producdo de metabdlitos primarios como &cidos organicos,
aminoéacidos, nucleotideos e vitaminas e metabdlitos secundarios como antibidticos, perfumes,
corantes e pigmentos. A utilizacdo de micro-organismos atualmente é especialmente atrativa
para a producdo de compostos enantiomericamente puros (CHIN-JOE, 2002).

O interesse pela sintese de compostos oticamente puros é cada vez mais frequente nas
industrias farmacéuticas, de quimica fina e alimenticias onde a importancia da relacéo entre
atividade biologica e estereoisomerismo destes compostos ja esta bem estabelecida. Contudo,

apesar dos constantes progressos em sintese assimétrica, a obtencdo de compostos
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enantiomericamente puros ainda €, certamente, um dos desafios mais importantes para a sintese
organica e, por consequéncia, para a industria atualmente (CUNHA et al., 2015).

Na ultima década, o regulamento REACH (Registration, Evaluation, Authorization and
Restriction of Chemicals), que tem como objetivo melhorar a protecdo da satude humana e do
ambiente frente aos riscos que podem resultar dos produtos quimicos toxicos, e as restricdes
ambientais aprovadas pelos EUA, Japéo e Unido Europeia, resultaram em um grande debate na
industria de produtos quimicos finos sobre o seu futuro. De forma geral, o0 aumento das
condicdes de seguranca, qualidade e a minimizacdo dos impactos ambientais nos processos
industriais, apontaram a necessidade de um desenvolvimento mais sustentavel e
economicamente atraente para a sintese de compostos enantiomericamente puros (SOLANO et
al., 2012).

A Quimica Verde, que visa minimizar os riscos ambientais dos processos quimicos e
seus produtos, pode ser definida como o desenho, desenvolvimento e implementacdo de
produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou geracao de substancias nocivas
a salde humana e ao ambiente. Desde a sua introducdo por Anastas, este principio inspirou 0s
pesquisadores a repensar criticamente a quimica, em relacao ao seu potencial impacto causado
ao meio ambiente. Em especial, os 12 Principios da Quimica Verde tém sido fonte de inspiracdo
e servem de orientacdo para este processo. A Biocatalise é amplamente considerada como uma
das tecnologias-chave para o sucesso da implementacéo da Quimica Verde pois cumpre Varios
dos 12 principios e € considerada como sendo quimica verde per se. Desta forma, a Quimica
Verde, vem mudando paradigmas na pesquisa e desenvolvimento das industrias. (MCELROY
et al., 2015; NI; HOLTMANN; HOLLMANN, 2014; SHELDON, 2012, 2016, 2017,
SHELDON; PEREIRA, 2017).

Diante do contexto apresentado, nas Ultimas décadas, observou-se um crescente
interesse no emprego de biocatalisadores (enzimas e/ou micro-organismos) em sinteses
organicas tanto no meio académico como no setor industrial.

Os processos de sintese quimica tradicionais usualmente fornecem altos rendimentos,
no entanto, eles podem néo ser amigaveis com o meio ambiente e muitas vezes estdo associados
a producdo de subprodutos indesejados, levando a uma reducdo de eficiéncia e aumentando 0s
custos do processo. Em comparacdo com a catalise quimica cléssica, a Biocatalise oferece
algumas vantagens Unicas, Tabela 1, e se apresenta como uma alternativa eficiente e

ambientalmente amigavel em relacdo a sintese quimica tradicional (LIN; TAO, 2017).
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens da Biocatalise em comparacdo com a catalise quimica.

- Potencial seletividade (regio-, quimio-, e estereosseletividade).
- Alta eficiéncia catalitica.
Vantagens - ReacOes de vérias etapas one-pot com regeneracao dos cofatores (células integras).
- Reuso as vezes é possivel.
- CondicGes operacionais mais suaves.
- Ambientalmente amigavel.
- Estabilidade do catalisador: o biocatalisador pode ser suscetivel a inibicdo pelo
substrato ou pelo produto.
- Pode ocorrer inativacdo a altas temperaturas, em condicGes extremas de pH, ou
Desvantagens  em solventes organicos.
- A membrana celular pode atuar como uma barreira de transporte de massa.
- Pode ocorrer a formagao de subprodutos indesejaveis que dificultam a purificacdo
do produto.
Fonte: Adaptado de Lin e Tao (LIN; TAO, 2017).

A principal vantagem apresentada pelos biocatalisadores é a sua alta seletividade. A alta
seletividade de um catalisador, regio-, quimio- e estereosseletividade, € uma caracteristica
desejavel na area de sintese organica, especialmente na sintese de moléculas complexas com
diferentes grupos funcionais, e proporciona beneficios como o reduzido ou inexistente uso de
grupos de protecdo, minimizando reacGes secundéarias de protecdo e desprotecdo. Diversos
exemplos mostram a capacidade dos biocatalisadores para promover reacdes dificeis ou
impossiveis pelas vias sintéticas classicas (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

As enzimas também sdo consideradas catalisadores eficientes do ponto de vista
energeético, pois operam a temperaturas e pressées brandas. Geralmente, 0 meio reacional é a
agua e o pH do meio situa-se numa faixa moderada, oferecendo condicdes reacionais desejadas.
Adicionalmente, os biocatalisadores sdo catalisadores provenientes de fontes naturais e,
portanto, causam um impacto ambiental menor comparados aos catalisadores sintéticos, 0s
quais sdo, por muitas vezes, obtidos através de vias sintéticas complexas e poluentes
(BOMMARIUS; RIEBEL, 2004). Além disso a maioria dos sistemas quimio-cataliticos
empregam metais, e a sustentabilidade da oferta em termos de reservas e potenciais impactos
geopoliticos precisam ser considerados. Atualmente ja existem elementos definidos como
criticos em relacdo ao alto risco de escassez de suprimento (em termos de abundancia e/ou
questdes geopoliticas). Elementos como ruténio, rédio, platina e ouro correm risco de
esgotamento dentro dos proximos 5-50 anos, enquanto elementos como paladio, niquel e cobre
correm risco de esgotamento dentro dos proximos 50-100 anos (McCELROY et al., 2015).

Os biocatalisadores podem ser utilizados de diferentes formas, como células integras,
imobilizadas ou ndo, extratos enzimaticos brutos, ou ainda como enzimas puras, imobilizadas

ou ndo. Os micro-organismos e enzimas utilizados podem ser selvagens ou modificados
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geneticamente. Quando os biocatalisadores sdo utilizados na forma de células integras
fornecem algumas vantagens Unicas sobre o uso de extratos enzimaticos brutos, e de enzimas
puras. Inicialmente, o uso de células integras ¢ a forma mais econémica de uso dos
biocatalisadores, especialmente quando ha necessidade de cofatores, ja que as células integras
fornecem os cofatores necessarios para as biotransformacdes e simplificam sua regeneracéo,
geralmente tornando desnecessaria a adicdo externa de cofatores, o que simplifica o
procedimento e reduz os custos (WACHTMEISTER; ROTHER, 2016). O fornecimento e
regeneracdo dos cofatores permite que os biocatalisadores na forma de células integras sejam
aplicados com sucesso em reacdes em cascata, que abrangem multiplas rea¢fes consecutivas
(LADKAU; SCHMID; BUHLER, 2014).

As células integras ainda fornecem o ambiente mais conhecido para as enzimas. A
presenca da membrana celular protege e ajuda na estabilizacao das enzimas, evitando alteracfes
conformacionais na estrutura tridimensional proteica (CARVALHO, 2017; LIN; TAO, 2017,
WACHTMEISTER; ROTHER, 2016).

Nas ultimas décadas, muitos processos biocataliticos utilizando células integras foram
implementados para produzir uma grande variedade de produtos em grandes industrias (Tabela
2) (CARVALHO, 2017).
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Tabela 2. Producdo industrial de produtos farmacéuticos e produtos quimicos finos utilizando biocatalisadores.

Producao

Composto Micro-organismo (ton/ano) Empresa
O
Rhodococcus S
AN
\)J\NH2 rhodochrous J1 30.000 Mitsubishi Rayon
Acrilamida
]
NTX NH, Rhodococcus
| _ rhodochrous J1 6.000 Lonza
Nicotinamida
NS T p—
N grobacterium/Rhizobium
~ OH HK 1349 180 Lonza
L-Carnitina
O o
NH
lodobacter sp. - Swissaustral
Violaceina
Paracoccus denitrificans Sanofi-Aventis, Hebei Huarong
Vitamina B12 Propionibacterium 35 Pharmaceutical, NCPC Victor
shermanii e Hebei Yuxing Bio-Engineering
]
HoN .
MOH Corynebacterium 1,9 milhdes Ajinomoto
glutamicum
NH,
L-Lisina
O O
HOWOH Corynebacterium 2.9 milhdes Ajinomoto
glutamicum
NH,
L-Glutamato

Fonte: Adaptado de Carvalho (CARVALHO, 2017)

A utilizacdo de células integras como biocatalisadores apresenta importantes vantagens
em relacdo as enzimas isoladas, porém também apresenta algumas desvantagens.

Reac0es biocatalisadas utilizando células integras podem apresentar, muitas vezes, um
maior numero de produtos secundarios, ja que outros sistemas enzimaticos presentes na célula
podem catalisar reacGes indesejaveis no substrato ou ainda nos produtos da reacdo. O uso de
solventes organicos ainda pode ser uma limitacao, visto que estes podem danificar a membrana
celular e desta forma inativar o sistema catalitico. A toxicidade do substrato para a célula e a
capacidade de penetracdo do substrato na célula podem ser obstaculos a utilizacdo de células
integras como biocatalisadores. Outro fator a ser considerado € a recuperagdo do produto final,
que pode ser complexa.
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As enzimas isoladas apresentam como principais vantagens uma maior seletividade,
facilidade na recuperacéo do produto ao final da reacdo e a possibilidade de usar cossolventes,
sistema multifasicos ou mesmo, solventes organicos dependendo da estabilidade da enzima.

Contudo, a utilizacdo de enzimas isoladas apresenta como desvantagens o elevado custo
de producéo, a baixa estabilidade de algumas enzimas e a necessidade de adicéo e regeneragéo
dos cofatores (em enzimas dependentes de cofatores). Além disso, ndo sdo todos 0s
catalisadores enzimaticos presentes nas células que podem ser isolados, existem alguns que ndo
resistem aos processos de isolamento e purificagio (BOMMARIUS; RIEBEL, 2004;
HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

Como foi apresentado, os biocatalisadores na forma de células integras, ou na forma de
enzimas isoladas apresentam vantagens e desvantagens, assim a escolha do biocatalisador deve

ser analisada caso a caso.
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Capitulo 2. Sinteses quimioenzimaticas de derivados de p-hidroxiéster

2.1 RESUMO

Os o-metil-B-hidroxiésteres sdo compostos importantes para a sintese organica
assimétrica, onde séo aplicados como blocos construtores para a sintese de diversos compostos
com diferentes atividades bioldgicas e farmacoldgicas. Nesse contexto, existe um grande
interesse na busca por métodos convenientes e seletivos para sua sintese. Dentre as estratégias
mais estudadas, a redugdo assimétrica de a-metileno-B-cetoésteres tem sido a via mais
investigada. As abordagens biocataliticas tem se tornado cada vez mais interessantes para a
obten¢do dos a-metil-p-hidroxiésteres enantiomericamente enriquecidos, ja que o uso dos
biocatalisadores, seja na forma de enzimas isoladas ou na forma de células integras, é capaz de
fornecer a-metil-B-hidroxiésteres com altas diastereo- e enantiosseletividades. Neste trabalho,
a rota sintética proposta para a obtenc¢do dos substratos a-metileno-p-cetoésteres consistiu na
obtengdo dos a-metileno-B-hidroxiésteres através da reacdo de Morita-Baylis-Hillman (MBH)
(rendimentos de 64 a 96%), sequida por uma reacdo de oxidacdo utilizando o &cido 2-
iodoxibenzoico (IBX) (rendimentos de 88 a 95%). Os substratos o-metileno-p-cetoésteres
foram submetidos a reagdo de reducdo utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae. Os a-
metil-B-hidroxiésteres foram obtidos com conversdes de 66 a 99%, diatereosseletividade de até
91:9 e excessos enantiomeéricos maiores que 99% para todos os diastereoisdmeros. Os tempos
reacionais variaram de 6 a 48 horas de acordo com o substituinte no anel aromatico. De maneira
geral, podemos concluir que a levedura S. cerevisiae foi capaz de reduzir os a-metileno-p-
cetoésteres a a-metil-p-hidroxiésteres com alta diastereo- e enantiosseletividade. Em relagéo a
abordagem sintética proposta, trata-se de uma estratégia que atende a varios dos requisitos da
Quimica Verde, como a elevada economia de atomos fornecida pela reacdo de MBH e
consequente diminuicdo de residuos gerados, 0 uso de um agente oxidante de iodo hipervalente
que se apresenta com uma alternativa de metodologia branda e segura, além de uma opcao
econbmica frente aos agentes oxidantes metélicos, e por fim o uso de enzimas como
catalisadores biodegradaveis, oriundos de fontes renovaveis, que operam em condicGes brandas

de reacéo e em meio aquoso.
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2.2 INTRODUCAO

2.2.1 Redugcdes Biocataliticas

A seletividade inerente das enzimas ja é amplamente conhecida h& muitas décadas, e a
aplicabilidade pratica da Biocatalise sofreu melhorias significantes tornando-se uma verdadeira
alternativa a catalise quimica classica. No planejamento de uma sintese, onde uma das etapas
envolva uma reacdo de reducdo em uma molécula polifuncionalizada, € interessante que se
considere o uso de biocatalisadores nesta etapa, devido as suas potenciais seletividades.

As reacdes de biorreducéo, ao lado das reacdes de oxidacdo e de hidrdlise, estdo entre

as classes de reacdes biocataliticas mais aplicadas em escala industrial (Figura 1).

m Resolugdes utilizando hidrolases  ® Reducdes Oxidag0es

Figura 1. Classes de reacfes biocataliticas mais aplicadas em escala industrial.
Fonte: Adaptado de Hollman e colaboradores (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

Diferentes grupos funcionais podem ser reduzidos em rea¢des biocatalisadas, tais como

aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, olefinas e grupos nitro (Esquema 1).

Esquema 1. Reagdes de biorreducéo de diferentes grupos funcionais.

0 OH

Rj)]\OH R)J\
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As enzimas responsaveis por catalisar as reacfes de oxidacao e reducdo sdo conhecidas
como oxidorredutases. As oxidorredutases (EC 1), catalisam reacOes de oxidacgao/reducéo,
transferindo hidreto, oxigénio e/ou elétrons entre moléculas, desempenham um papel central no
metabolismo e na conversdo de energia nas celulas. Atualmente representam cerca de 25% das
enzimas conhecidas. Em 2006, aproximadamente 30% dos processos industriais realizados com
0 auxilio de biocatalisadores eram oxidacGes ou redugdes, essa porcentagem apresenta uma
forte tendéncia de aumento, isso porque o emprego de oxidorredutases € uma alternativa muito
atraente do ponto de vista ambiental comparada com a utilizag@o da quimica classica de reducéo
que geralmente utiliza catélise por metais de transicdo (LIESE; SEELBACH; WANDREY,
2006).

As oxidorredutases sdo classificadas em: desidrogenases (catalisam a transferéncia de
hidreto), oxidases (catalisam a transferéncia de oxigénio molecular), oxigenases (catalisam a
transferéncia de oxigénio a partir de oxigénio molecular) e peroxidases (catalisam a
transferéncia de elétrons para peroxidos) (Esquema 2) (ARENDS; SHELDON; HANEFELD,
2007) .

Esquema 2. Classificagdo das oxidorredutases.

Desidrogenases Peroxidases

Desidrogenases Oxigenases
(e} OH
JJ\ /k Citocromo
R R R7OR P450 OH
Cetorredutase .
Peroxidases

RONAX —— g% ~

o) "o
Enoato Oxidase OH Peroxidase N OH
redutase < |
OH OH = J
o Oxidase o H20, 2H,0 n
HO O on == "9g Polimero
o OH ~o

0, H20;

Fonte: Adaptado de Arends e colaboradores (ARENDS; SHELDON; HANEFELD, 2007).

As desidrogenases tém sido amplamente utilizadas para a redugéo de grupos carbonila
de aldeidos ou cetonas e de liga¢bes duplas C-C (Esquema 3). Uma vez que a reacao de reducgéo
geralmente implica na transformagio de carbono planar sp? em um carbono tetraédrico sp?,

temos por consequéncia a geracdo de um centro estereogénico e, portanto, a perda de simetria
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de compostos carbonilicos prd-quirais e das ligagdes duplas C-C. O controle da estereoquimica
desta transformacdo é um desafio. As desidrogenases necessitam de cofatores, tais como
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e a respectiva molécula fosfatada (NADPH)
(FABER, 2000).

Esquema 3. Reac0es de reducéo catalisadas pelas desidrogenases.

)C])\ OH ou OH
Desidrogenase -
S 9
R R; Ry " Ry Ri " R
X
Ry~ X /\ S A
:[ Cofator-H, Cofator H™T Ry ou Ry=T.H
Ry™—"H H—™—R,
R, Rs : :
R3 R3
L e e 1
Substrato Pré-quiral | Sistema de reciclagem | Produtos quirais
I e e e e e e e e e e e e e = J

Fonte: Adaptado de Faber (FABER, 2000).

Atualmente j& existe uma grande variedade de agentes redutores biocataliticos
disponiveis, dentre eles destaca-se 0 uso da levedura Saccharomyces cerevisiae (RODRIGUEZ;
KAYSER; STEWART, 2001). Um subconjunto de aproximadamente 6000 proteinas,
produzidas por esta levedura sdo capazes de catalisar reaces de reducdes de cetonas, aldeidos
e de olefinas, muitas vezes com altas eficiéncias e estereosseletividade (GOFFEAU et al.,
1996).

Em 1914, Neuberg e Nord mostraram, em um trabalho pioneiro, a reducdo do n-pentanal
ao alcool correspondente com 68% de rendimento em uma escala >20 g, utilizando
Saccharomyces cerevisiae (Esquema 4) (RODRIGUEZ; KAYSER; STEWART, 2001).

Esquema 4. Redugdo do n-pentanal utilizando Saccharomyces cerevisiae.

O . OH
M Saccharomyces cerevisiae N
H ~ H

Rendimento: 68%
Escala>20g

Desde entdo, a reducdo assimétrica de cetonas se tornou a aplicacdo mais comum da
levedura Saccharomyces cerevisiae em sintese organica (BUQUE et al., 2002; CHAVES;
MORAN; RODRIGUES, 2013; CLOSOSKI et al., 2007; MILAGRE et al., 2009;
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RODRIGUEZ; KAYSER; STEWART, 1999; WOLFSON; DLUGY; TAVOR, 2013). Essas
reducdes sdo simples de execucdo, as células ndo sdo tdxicas nem patogénicas, sdo de baixo
custo e prontamente disponiveis, ja que sdo produzidas em larga escala para industria de
panificacdo, e a técnica é aplicavel a uma ampla gama de compostos carbonilicos distintos.
Além disso, as reducbes geralmente sdo realizadas em solugGes aquosas e o catalisador utilizado
é inteiramente biodegradavel, o que ajuda a minimizar o impacto ambiental das reacGes de

reducdo em sintese organica.

2.2.2 Reducdes enzimaticas de ligacdes C=0

Para aplicacfes industriais, o grupo de alcool desidrogenases (ADH), desidrogenases
dependentes de nicotinamida (E.C. 1.1.1.1), também conhecido como cetorredutase (KRED) e
carbonil redutases (CR), é de interesse primordial.

As ADHs sdo as enzimas mais amplamente usadas em reducdo de aldeidos e cetonas, e,
de maneira simplificada catalisam a transferéncia de hidreto dos cofatores para o carbono

carbonilico a ser reduzido (Esquema 5).

Esquema 5. Redugdes de ligacGes C=0 catalisadas por ADHs.

0] OH

H H
) NH, = | NH,
N N +
Q N Q SN
0=P-0 0=P-0
o) o)
o OH OH o OH OH
N A N \
N N
¢ ¢
N N/) N N/)
0=P-0 0=P-0
0 O 0 O
OH OH(OPO5?%) OH OH(OPO5?%)
NAD(P)H NAD(P)*
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Uma vez oxidado a NAD(P)*, o NAD(P)H pode ser regenerado por uma via enzimatica
distinta. Por exemplo, dentro das células, o NAD(P)" pode ser regenerado na via glicolitica a
partir da utilizacdo de glicose (ou outros doadores de elétrons). Dessa forma, a regeneracao do
cofator ndo é um problema quando a reacao € realizada com micro-organismos.

As ADHs dos micro-organismos Saccharomyces cerevisiae, Thermoanaerobium
brockii, Pseudomonas sp., Bacillus spherisus, sdo exemplos de ADHSs disponiveis
comercialmente, na realidade ja& existe um numero significativo de ADHs que sao
comercializadas. Atualmente, aproximadamente 300 subclasses de ADH diferentes, presentes
em milhares de organismos estdo registradas, dando acesso a uma enorme variedade de
substratos e produtos potenciais. Os substratos naturais dessas enzimas sdo alcoois tais como o
etanol e o glicerol, e os compostos oxidados correspondentes. No entanto, cetonas nao naturais
também podem ser reduzidas enantiosseletivamente. Desta forma alcoois quirais, hidroxiacidos
e seus ésteres ou aminoacidos, respectivamente, podem ser gerados (HOLLMANN; ARENDS;
HOLTMANN, 2011).

O mecanismo proposto para a reducdo de ligacdo C=0 por enzimas ADH € apresentado
no Esquema 6. A primeira etapa do mecanismo proposto seria a ligacdo do substrato ao sitio
ativo da enzima. Nesta etapa o oxigénio carbonilico do substrato complexa com o ion Zn?*. A
formacdo do complexo substrato-Zn resulta em uma maior densidade eletronica em torno do
oxigénio, como consequéncia o carbono carbonilico se torna parcialmente positivo (mais
eletrofilico), ficando mais suscetivel ao ataque nucleofilico do cofator. E importante ressaltar
que os residuos de aminoacidos do sitio ativo se projetam de forma que somente uma face do
anel do cofator NAD(P)H fique acessivel. Na segunda etapa da reacdo o par de elétrons
disponivel do nitrogénio presente na NAD(P)H se desloca no anel formando uma ligacdo dupla
e liberando o ion hidreto para reestabelecer a aromaticidade. Uma vez que o anel €
especificamente orientado, dos dois hidrogénios apenas o mais proximo do ion Zn?* pode ser
transferido na forma do ion hidreto. O ion hidreto realiza um ataque nucleofilico no carbono
carbonilico do substrato reduzindo ao alcoxido. Na Gltima etapa o anion alcoxido é protonado
por uma molécula de adgua complexada ao Zn?*, formando o alcool como produto final da

reacao.
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Esquema 6. Mecanismo simplificado proposto para a reducédo de ligagdo C=0 por enzimas ADH.

H,O  Cysi74
Zn-—Cys46
NAD(P)*
NAD(P)H fj)\
H20 \\\\Cys174 Cysiza
Zn—=Cys4 Zn—-Cys46

IO R 0

= 3 H |
NH, WNHQ
Cysi7s -

>/ Zn—CyS46

\+

O-=Z

R
Fonte: Adaptado de Hollmann e colaboradores (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

A Dbiorreducdo do 6-benziloxi-(3R,5S)-dioxoexanoato de etila (Esquema 7),
desenvolvida pela industria farmacéutica Bristol-Myers Squibb, é um processo importante
porque permite a sintese do 6-benziloxi-(3R,5S)-diidroxiexanoato de etila intermediario
sintético de um inibidor da HMG-CoA redutase, utilizado para a diminuicdo dos niveis de
colesterol no sangue. O processo quimico para a obtencdo do 6-benziloxi-(3R,5S)-
diidroxiexanoato de etila apresenta um rendimento global de 41%, enquanto o0 processo
biocatalitico apresenta um rendimento de 92% e um excesso enantiomérico maior que 99%
(SOLANO et al., 2012).

Esquema 7. Exemplo de aplicagdo industrial de cetorredutases.

OH
Acinetobacter calcoaceticus OH OH O O
(extrato celular) M - .
o MM 0 o~ . .

E—— XX 07 Yo
R: 92% F N7 NH
ee: 99% N=N anticolesterol

Fonte: Adaptado de Solano e colaboradores (SOLANO et al., 2012).

Ha uma grande quantidade deste tipo de reacOes descritas na literatura, a Tabela 3
apresenta exemplos industriais ou em escala preparativa de reducdes catalisadas por células
integras. Os exemplos apresentados na Tabela 3 mostram que muitos compostos

estruturalmente diversos ja sdo eficazmente reduzidos.
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Tabela 3. Sinteses de produtos quimicos finos por meio de biorreducdes catalisadas por células integras.

HO, NH—Boc o)
Cl I Ph 0
OH
OCL
A% o
|
OH O
IX X
Entrada Produto Biocatalisador Pa;?_g:jeljggz de Farmaco Empresa
N.R. . .
1 | Rhodococcgs 95% rendimento _Atazan_awr Brlstol—_Myers
erythropolis 99% ee (antirretroviral HIV) squibb
kg ™ .
2 I Zygosaccha_rpmyces 96% rendimento Talan.lpane,l . Eli-Lilly and
rouxii ce. > 99% (benzodiazepinico) Company
p
100 g
3 i Sacchar_or_nyces 97% rendimento Antitumoral Johanls ony
cerevisiae ee, > 99% cols.
4 v Microbacterium NgR Montelucaste Merck & Co.
campoquemadoensis ce >'9'9% (antiasma) Inc.
p
16 ¢ Inibidor de
5 \Y/ Rhodotorula pilimanae N.R. fosfodiesterase Mercllgé& o
eep, > 96% (antiasma) '
- 59 Moduladores de :
6 VI uﬁﬂlrzgsassédlgg 19 99% rendimento receptores de acido Brls;oblgﬂbyers
P eep > 97% retindico d
Rec. E. coli expressing 49
7 VI enzyme from P. 50% rendimento Anticolesterol Lonza
finlandica ee, > 98%
300 g.L? . .
8 VI Escherichia coli 85% rendimento Alorvastatina (cadeia Kaneka Co.
ee, > 99% lateral)
. . Multi kg . . .
9 IX Geotrichum candidum 95% Atorvastatina (cadeia Brlstol—_Myers
SC 5469 ce. > 99% lateral) Squibb
p
: 5¢9 .
10 X E. colll(C._ 87% rendimento Carc_)tenc_)ldes e Hoffmann-
macedoniensis) ce. = <97% vitaminas LaRoche
b=
. . 197 kg . .
11 X| E. coli (Sporosarcina 91-97% yield Qm_apatnla? Brlstolf_Myers
sp.) eep > 98% (anti-hipertensivo) Squibb
lton, 7 Antitumoral
12 XIl E. coli (T. intermedius) 4% rendimento Inibidor de Degussa AG
eep > 99% endopeptidase de HIV

Fonte: Adaptado de Solano e colaboradores (SOLANO et al., 2012).
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2.2.3 Reduces enzimaticas de ligacbes C=C

Os processos de hidrogenacédo assimétrica sdo importantes em sintese organica e muitas
vezes s80 um passo critico em uma sintese geral. A reducdo assimétrica das ligacdes C=C é
uma ferramenta poderosa para a criacdo de até dois estereocentros. Tradicionalmente, tais
reacOes sdo realizadas com catalisadores de metais de transi¢cdo ou organocatalisadores (YANG
et al., 2005). Uma abordagem alternativa para a reducdo assimétrica de ligacbes duplas C=C
utiliza biocatalisadores da familia Old Yellow Enzyme (OYE) (EC 1.6.99.1) (NESTL et al.,
2014; WINKLER et al., 2012).

Os membros desta familia, também referida como enoato redutases (ER), contém um
grupo prostético mononucleotideo de flavina (FMN), que é responsavel pela transferéncia de
hidreto a ligacdo C=C, e sdo dependentes do cofator NAD(P)H. A reacdo ocorre em duas etapas:
uma meia reacdo redutiva que envolve a reducdo do FMN pelo cofator NAD(P)H, e uma meia
reacdo oxidativa que prossegue pela reducdo do alceno através da transferéncia de hidreto pelo
FMN reduzido (Esquema 8). De maneira geral, como resultado, ocorre uma reacdo de trans-
hidrogenacdo. Ainda assim, ja foi relatada uma reacéo de cis-hidrogenacdo utilizando uma ER
de Nicotina tabacum. Neste caso, no entanto, aparentemente a transferéncia de hidreto ocorre
diretamente do cofator NAD(P)H (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

Esquema 8. Redugdes de ligacdes C=C catalisadas por ERs.

. N
y )
R R

meia reacao
redutiva

MIIIW H (0] ”,L‘” N 0]
Y Y
NH p7 NH
H N
(0] 0]
meia reagao
oxidativa
- H .
>:( Enoato redutase '}_'\
GRE Y GRE

GRE: grupo retirador de elétrons

Fonte: Adaptado de Nestl e colaboradores (NESTL et al., 2014)

38



Capitulo 2: Sinteses quimioenzimaticas de derivados de -hidroxiéster

Embora esta classe de enzimas seja conhecida h& mais 75 anos, as ERs foram pouco
exploradas como catalisadores sintéticos, sendo sua aplicacdo por muito tempo limitada as
reacOes de reducdo mediadas por Saccharomyces cerevisiae. Possivelmente, isso se deve ao
fato de que exemplos anteriores de ERs foram descritos a partir do micro-organismo anaerobio
Clostridium, sensivel ao ar e, portanto, de dificil obtencdo e manipulacdo. Especialmente gracas
ao trabalho recente de Faber e colaboradores, essa situacdo mudou completamente. Atualmente,
varias ERs estaveis de diversas fontes estdo disponiveis, inclusive em escala comercial. Os
biocatalisadores preferidos para a reducdo enantioespecifica de ligacbes C=C sdo 0s micro-
organismos Saccharomyces cerevisiae (OYE1-3), Bacillus subtilis (YqjM), Lycopersicon
Esculentum (OPR 1-3) e Zymomonas mobilis (NCR) (HOLLMANN; ARENDS;
HOLTMANN, 2011).

Em geral, esta classe de enzimas apresenta um escopo de substratos notavelmente amplo
e catalisa a reducdo de diversos substratos estruturalmente distintos. Particularmente, aldeidos,
cetonas e acidos, bem como os seus derivados (ésteres, amidas e anidridos) a,B-insaturados
representam os substratos mais frequentemente utilizados (STUERMER et al., 2007).
Exemplos representativos de compostos quirais obtidos através de reducdes de ligacdes duplas

C=C (ligacGes em vermelho) enantioespecificas catalisadas por ERs (células integras e enzimas

/@/’\/Noz/g/k/'\loz
R R
CN
©/LCN /@A/
R

isoladas) estdo apresentados na Figura 2.

H

T O O T

Figura 2. Exemplos representativos de compostos quirais obtidos através de reducdes enantioespecificas de
ligagdes duplas C=C catalisadas por ERs (células integras e enzimas isoladas).
Fonte: Adaptado de Hollmann e colaboradores (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).
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2.2.4 A Reacdo de Morita-Baylis-Hillman - Consideraces gerais

A construcdo das ligacdes carbono-carbono (C-C) corresponde a um dos aspectos mais
relevantes quando se considera o planejamento de uma rota sintética de qualquer complexidade.
Desta forma, muita atencdo tem sido dedicada a criacdo e ao desenvolvimento de reacdes
quimicas que promovam a formac&o de ligacGes C-C de maneira eficiente e estereosseletiva.

Dentre as diferentes metodologias para a formacéo de ligacdo C-C, a reacdo de Morita-
Baylis-Hillman (MBH), é um dos processos mais eficientes e com maior economia de 4&tomos,
dessa forma, tornou-se uma das reagcdes mais promissoras e com maior potencial de aplicagdo
em sintese organica. O produto da reacdo de MBH é conhecido como aduto de MBH.
Originalmente desenvolvida em 1968 pelo trabalho pioneiro de Morita (MORITA; SUZUKI,
HIROSE, 1968) e, posteriormente, por Baylis e Hillman (BAYLIS; HILLMAN, 1972, 1973)
em 1972, a reacgdo corresponde a condensacdo de um carbono eletrofilico sp?, tipicamente
aldeidos, e a posi¢do o de uma olefina contendo um grupo retirador de elétrons, (Esquema 9),
catalisada por uma amina terciaria ou fosfina. Quando o grupo X é o N (tipicamente NTs) a

reacao € classificada como aza-MBH e os produtos sdo conhecidos como adutos de aza-MBH.

Esquema 9. Reac¢do de Morita-Baylis-Hillman.

A R2 R3P (Morita) Xl—l
)J\ + / o RZ
R H RoN (Baylis-Hilman) ~ Ri

R, = alquil, aril, heteroalquil R,=CN, COR, COOR,
X=0, NTS, NCO,R, NSO,Ar P(OEt);, SO,Ph, CHO

Especialmente nas Gltimas décadas a reacdo de MBH e suas aplicacdes tém recebido um
notavel interesse. O crescimento exponencial do numero de artigos publicados sobre essa
reacao comprova a sua importancia. O sucesso desta reacdo pode ser atribuido a: (i) os materiais
de partida encontram-se comercialmente disponiveis e a reagdo é apropriada para produgdo em
larga escala; (ii) elevada economia de a&tomos; (iii) flexibilidade possibilitando gerar uma ampla
variedade de adutos estruturalmente distintos, além disso os adutos de MBH sdo compostos
altamente funcionalizados sendo considerados importantes intermediarios sintéticos; (iv) uso
de organocatalisadores; (v) condicbes brandas de reacdo (BASAVAIAH;
VEERARAGHAVAIAH, 2012; WEI; SHI, 2013).
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Os adutos de MBH sdao compostos altamente o, funcionalizados, que contém pelo

menos trés grupos funcionais proximos, sendo importantes intermediarios sintéticos na

producdo de compostos bioativos como antimicrobianos, antitumorais, antifangicos,
hipolipidémicos e leishmanicida (LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012). As diferentes

perspectivas sobre a estrutura dessas moléculas polifuncionalizadas séo apresentadas no

Esquema 10 e explicam as inumeras aplicacBes desses adutos nas mais diferentes sinteses
(BASAVAIAH; VEERARAGHAVAIAH, 2012).

Esquema 10. Diferentes perspectivas sobre a estrutura dos adutos de MBH.

XH
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|

Alcool alilico /
amina alilica
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nitrila/ cetona/amida

| Hidroxi ou amino

)
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nitrila/amida

XH
R

|

Ri

B-hidroxiéster/
cetona/ nitrila/ amida

Todas essas perspectivas vém sendo sistematicamente exploradas e diversas novas

metodologias e estratégias para a obtencdo de diferentes compostos, como compostos

carbociclicos, heterociclicos e alcenos trissubstituidos vém sendo desenvolvidas. Também

existem na literatura inimeros relatos do uso de adutos de MBH na sintese de diversos produtos

naturais bioativos (Esquema 11).
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Esquema 11. Aplicacdo dos adutos de MBH na sintese de produtos naturais.
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Embora os adutos de MBH ja tenham sido extensivamente utilizados em uma infinidade
de transformacfes sintéticas, os mesmos ainda oferecem uma margem enorme para 0
desenvolvimento e até mesmo a descoberta de novas transformacdes e estratégias em sintese
organica.

Inimeras estratégias sintéticas foram descritas na literatura para a formacéo de adutos
de MBH, a partir de diferentes materiais de partida. Entretanto, as versdes assimétricas desta
reacdo ainda sdo pouco exploradas. As estratégias mais utilizadas para a obtencdo do aduto de
MBH quiral sdo: (I) o uso de substratos quirais (aldeidos ou cetonas quirais, acrilatos ou
acrilamidas quirais) e () o wuso de organocatalisadores quirais (BASAVAIAH;
VEERARAGHAVAIAH, 2012) (Esquema 12).

Esquema 12. Estratégias atuais para a obtengéo dos adutos de MBH quirais.

o
0 :
: ()
X
(I) Uso de substratos quirais (II) Uso de organocatalisadores quirais
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A primeira estratégia torna o escopo da reacdo limitado, ja que necessita de materiais
de partida quirais que podem ndo ser de facil acesso ou comercialmente disponiveis. Ja a
segunda é dependente do desenvolvimento de novos organocatalisadores quirais, isto €, da
concepcao, sintese e exploracdo de suas aplicacdes. Os organocatalisadores quirais atuais estdo
limitados a um pequeno nimero de substratos (HE et al., 2008).

Pfaltz e colaboradores recentemente relataram progressos no desenvolvimento de uma
versdo enantiosseletiva da reacdo de MBH. Os autores utilizaram espectrometria de massas,
para realizar a triagem e a avaliacdo de catalisadores enantiosseletivos para a reacao de MBH.
Foi identificado o catalisador bifuncional (fosfina/tiouréia) como adequado para as condi¢oes
reacionais. A metodologia testada se mostrou eficiente para a reacdo entre o acrilato de metila
e aldeidos com caracteristicas eletronicas e estruturais distintas, fornecendo os adutos, de
maneira geral com excessos enantioméricos moderados a 6timos (30 - 94%) (ISENEGGER,;
BACHLE; PFALTZ, 2016).

Apesar dos ultimos avangos, ainda ha grande necessidade de investigacdo de versdes
assimétricas, ambientalmente amigaveis e economicamente viaveis para a sintese de adutos de
MBH quirais, bioldgica e/ou farmacologicamente ativos. Nesse contexto a Biocatalise pode ser
aplicada na sintese dos adutos de MBH quirais de duas formas: na catélise enantiosseletiva da
reacdo de MBH, e na biorreducédo enantiosseletiva dos adutos de MBH oxidados.
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo geral

Realizar a sintese assimétrica de moléculas bioativas, principalmente o-metil-p-

hidroxiésteres, empregando células integras microbianas.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Realizar a sintese dos a-metileno-B-hidroxiésteres através da reacdo de MBH.

2. Realizar ensaios de triagens enzimaticas em micro-organismos da diversidade
brasileira em busca de cetorredutases e enoato redutases enantiosseletivas a fim de
produzir a-metil-p-hidroxiésteres;

3. Realizar a engenharia do meio reacional com o intuito de contribuir com o aumento no

rendimento e enantiosseletividade das reagdes.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Planejamento sintetico
A abordagem sintética utilizada na preparacdo dos derivados dos adutos de MBH é

apresentada no Esquema 13.

Esquema 13. Rotas sintéticas A e B para a obtencdo de derivados dos adutos de MBH.

0 o) OH O Rota A QA 9
+ _ __DABCO P Ac,0 o~
/©)1J\H ﬁi\o ta. MO Py, t.a. RM
R R 6a - 6d
R =H, OMe, CI, NO, 3aR=H
3b R =0OMe
3¢R=Cl Rota B 7 1
3d R =NO, IBX o~
CH3CN R
ou AcOEt 9a-9d

2.4.2  Sintese organocatalitica dos a-metileno-p-hidroxiéster

A reacdo de MBH constitui a primeira etapa da abordagem sintética proposta. O
Esquema 14 apresenta um mecanismo inicialmente proposto para a reacdo (COELHO;
ALMEIDA, 2000). A proposta mecanistica apresentada no Esquema 14 foi embasada nos
trabalhos publicados por Hoffman e por diferentes grupos de pesquisa, correspondendo a uma
versdo amino catalisada (FORT; BERTHE; CAUBERE, 1992), (DREWES; ROOQOS, 1988)
(HOFFMANN; RABE, 1983). A primeira etapa do mecanismo dessa reacdo, considerada a
etapa determinante, € a adicdo de Michael da amina terciaria (I) ao sistema a,B-insaturado (11)
levando ao azaenolato zwitteridnico (111). Subsequentemente, uma adicdo aldélica envolvendo
o azaenolato (111) e o aldeido (1V) produz o zwitterion (V) que ap6s migracédo interna do proton

e eliminacdo do catalisador fornece o produto a-metileno-f-hidroxiéster (V11) (aduto de MBH).
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Esquema 14. Mecanismo inicialmente proposto para a reacdo de MBH.

(0] 6) O)
.. Etapa 1 + — +

I &R + NRy RsNMR R

Oy W 'y

v

OH O
Etapa 2
R R
(Vi)
_ =N
(0]
H OH O) Etapa 3 H HAO/L
/ ~ L}
R’ R R R
}\é\ Migracéo de *KL V)
(V) CNR, Proton NR;

O mecanismo da reacdo de MBH ainda ndo esta completamente elucidado, dessa forma
diversos grupos de pesquisa tém dedicado esforgos a este tema, com o intuito de otimizar uma
condicdo experimental para a reacdo, diminuir os tempos reacionais e principalmente,
estabelecer uma versao assimétrica eficiente (COELHO; ALMEIDA, 2000).

Em 1990, Jonathan S. Hill e Neil S. Isaacs (HILL; ISAACS, 1990) reportaram o
primeiro estudo a respeito do mecanismo da reagdo de MBH, entre outras contribui¢fes os
autores atribuiram a adi¢do aldélica como a etapa lenta do processo.

No ano de 2005, os pesquisadores D. Tyler McQuade e Varinder Aggarwal reportaram
em trabalhos independentes inéditos, estudos cinéticos e tedricos com o objetivo de promover
0 esclarecimento das etapas chaves do mecanismo da reacdo. As evidéncias observadas pelos
autores sugeriram que a etapa da abstracdo do proton seria a etapa determinante da velocidade
da reacdo, e ndo a etapa de adicdo alddlica como havia sido sugerido nos estudos anteriores.

McQuade e colaboradores, reportaram um efeito isotdpico cinético de primeira ordem
significativo para a etapa de abstracdo do prdton na posi¢do a-carbonila e propuseram, desta
maneira, que a etapa determinante da velocidade da reacdo ndo seria a etapa de adicéo aldolica.
Os autores adicionalmente propuseram que a reacdo seria de segunda ordem em relacdo ao
aldeido. Os estudos mostraram que o alcoxido (V) atacaria um segundo equivalente de aldeido
formando um intermediario do tipo hemiacetal (V111). O intermediario (V1) torna mais facil a
etapa de transferéncia de proton intramolecular via a formacao de um estado de transicdo de
seis membros que apos decomposicdo leva a formacdo do aduto de MBH (Esquema 15)
(DREWES et al., 1990), (PRICE et al., 2005), (PRICE et al., 2005).

46



Capitulo 2: Sinteses quimioenzimaticas de derivados de -hidroxiéster

Aggarwal e colaboradores publicaram evidéncias que se mostraram complementares ao
trabalho anterior de McQuade e colaboradores. Os autores propuseram que a reagao ocorria
inicialmente como havia sido sugerido por McQuade e colaboradores, entretanto apos
aproximadamente 20% de conversdo a reacdo seguiria por um caminho onde seria auto-
catalisada, o proprio aduto de MBH poderia funcionar como catalisador, agindo como uma
fonte de préton. Assim sendo, o H do aduto de MBH ¢é abstraido pelo alcoxido (V) e
simultaneamente o aduto de MBH abstrai o hidrogénio a-carbonila, gerando o intermediario
(XI) através de um estado de transicao ciclico de seis membros (Esquema 15) (ROBIETTE;
AGGARWAL; HARVEY, 2007).

Esquema 15. Proposta mecanistica baseada nos estudos de McQuade e Aggarwal.

OH O
_ OH O
NR . R R
T (I)3 RaN/\%R (VII)
-

1 NR; + R"OH

R 07 “OH R'CHO V

)\(L (V)
o) R’ -

R _O PLONS
(1) N H 7R
. R'CHO - F 4
O . 0 O o onte de 0

o)
H (v) H proton H
R i R 22 ordem R'J\EJ\R R' R
(vi KJR3 em aldeido V) i N

NRs xy R

)

e

dioxanona (X)

Proposta de McQuade o .Propo'sta de 5993"""" .
Eliminacéo atraves de um ET de seis membros Eliminagao vf|a um intermediario d(la seis membros
formado com uma segunda molécula de aldeido. ormado por autocatalise.

Fonte: Adaptado de Coelho e colaboradores (AMARANTE et al., 2009).

Em 2009, Coelho e colaboradores (AMARANTE et al.,, 2009), atraves de estudos
utilizando espectrometria de massas, reportaram a identificacéo e caracterizacdo estrutural dos
intermediarios chaves para a determinacdo da velocidade da reacdo, intermediario VIII
(proposto por McQuade) e do intermediario X1 (proposto por Aggarwal) no ciclo catalitico.
Dessa forma, os autores chegaram a concluséo que as evidéncias experimentais obtidas sugerem
que a reacdo de MBH apresenta um carater dualistico, ou seja, pode acontecer atraves de dois
intermediarios distintos.
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O aduto de MBH ¢é o precursor comum das rotas sintéticas propostas. Os adutos foram
preparados empregando uma metodologia ja descrita da literatura (Esquema 16) (COELHO et
al., 2002). Nesta o aldeido é colocado na presenca de um excesso de acrilato de metila, que
também possui a funcdo de solvente da reacdo, e o 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) ¢

empregado como catalisador.

Esquema 16. Reacdo de Morita-Baylis-Hillman.

0 0 OH O
. ___DABCO P
H | o ta. o
1 2 3
R R
3aR=H
R = H, OMe, Cl, NO, 3R - OMe
3cR=Cl
3dR =NO,

Aldeidos aromaticos com diferentes substituintes na posi¢do para do anel aromatico
foram utilizados. Os tempos reacionais variaram de acordo com a natureza do substituinte do
anel. Aldeidos com substituintes retiradores de elétrons reagiram mais rapidamente, ja que 0s
grupos retiradores na posicao para do anel aromatico deixam a carbonila deficiente em elétrons
(maior eletrofilicidade) favorecendo a reacdo de adigdo alddlica (Esquema 14, Etapa 2). Os
maiores tempos reacionais sao observados em aldeidos substituidos por grupos doadores de
elétrons, ja que os grupos doadores de elétrons deixam a carbonila menos deficiente em
elétrons, desfavorecendo a etapa de adicao alddlica diminuindo a taxa de velocidade da reacéo.
Os dados referentes a tempos reacionais, conversoes e rendimentos para os adutos sintetizados

estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados.

Entrada? Aduto de MBH Tempo Rendimentos (%)°
OH O
1 MO/ 18 dias 86
3a
OH O
2 MO/ 30 dias 64
3b "o
OH O
3 MO/ 7 dias 96
3¢ o
OH O

4 M o~ 4 horas 83
3d o=

21 eq. de aldeido, 5 eq. de acrilato de metila, 0,65 eq. de DABCO, t.a.. " Rendimentos isolados apés purificacdo. Conversdo
determinada por andlise de GC-FID.

Os rendimentos obtidos foram de bons a excelentes (64-96%) e a formagéo dos adutos
foi comprovada através da caracterizacdo dos compostos por espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho (1V), cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas (GC-
MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e 13C.

O espectro de IV dos adutos sintetizados apresenta sinais caracteristicos importantes
para a identificagdo dessas moléculas. Uma banda larga é observada entre 3342 - 3442 cm
referente ao estiramento O-H da hidroxila. Entre 1708 - 1712 cm™ observamos a banda
atribuida ao estiramento da carbonila da porcéo éster dos adutos de MBH.

No espectro de RMN de H observa-se a auséncia do sinal em ~10,0 ppm atribuido ao
H do aldeido e a presenca de sinais caracteristicos a todos os adutos de MBH: dois simpletos
na regido de 5.83 - 6.35 ppm atribuidos aos hidrogénios metilénicos da ligacdo dupla e um
dupleto entre 5,52 - 5,64 ppm referente ao hidrogénio ligado ao carbono carbinélico, observa-
se outro dupleto referente ao hidrogénio da hidroxila. O simpleto referente a metoxila do
acrilato também € observado entre 3,72 - 3,73 ppm. Ainda sdo observados sinais na regido entre
6,86 - 8,23 ppm referentes ao anel aromatico.

O espectro de 3C caracteriza-se por apresentar sinais nas regides de 72,9 - 73,4 ppm e
~125 ppm referentes ao carbono carbinolico e metilénico, respectivamente. O sinal referente a

carbonila da por¢éo éster é observado entre 166,5 - 167,0 ppm.
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2.4.3 Sintese biocatalitica dos a-metileno-B-hidroxiéster

A reacdo de MBH é comumente catalisada por nucledfilos tais como fosfinas terciarias
ou aminas, contudo, enzimas ou proteinas podem ser aplicadas como catalisadores desta reagéo.

Reetz e colaboradores (REETZ; MONDIERE; CARBALLEIRA, 2007) reportaram pela
primeira vez a acdo de diferentes proteinas na catalise da reagdo de MBH. Foram observadas
baixas conversfes quando se utilizou lipases e esterases como catalisadores (menos do que
10%) e conversdes moderadas quando o biocatalisador utilizado foi a albumina de soro bovino
(BSA) (35%). Foram observados excessos enantioméricos menores ou iguais a 19% (Esquema
17).

Esquema 17. Reacdo de MBH biocatalisada pela BSA.

0 O OH O
H + BSA (30 mg)
O,N Tampao f?())g(f)gto pH: 7,0 O,N O ‘
1 equiv. 1 equiv.

Rendimentos: 2 - 35%
ee:1-19%

Fonte: Adaptado de Reetz e colaboradores (REETZ; MONDIERE; CARBALLEIRA, 2007).

O mecanismo apresentado por Reetz e colaboradores (REETZ; MONDIERE;
CARBALLEIRA, 2007), Esquema 18, propdem que diferentes porcBes nucleofilicas das
cadeias laterais dos aminoacidos presentes nas proteinas poderiam vir a atuar como centros
cataliticamente ativos. Os autores citam aminoacidos como a lisina, 0 grupo amino poderia
funcionar como nucleo6filo, histidina, o grupo imidazol seria o nucleéfilo neste caso, e a serina,

cuja a funcdo alcool poderia desempenhar a funcgéo catalitica nesta reacao.

Esquema 18. Mecanismo proposto para catalise proteica da rea¢do de MBH.

Q)
o8
O,N

0) o} ) 6‘7’4 o OH O
/ﬁj NU@ O,N Nu’) 02N

Nu~

Fonte: Adaptado de Reetz e colaboradores (REETZ; MONDIERE; CARBALLEIRA, 2007).
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Em 2014, Jiang e Yu (JIANG; YU, 2014) relataram a reacdo entre o p-nitrobenzaldeido
e a metil-vinil-cetona catalisada pela enzima BiOH esterase de Escherichia coli com um
rendimento de 46%, outros quatro aldeidos e trés alcenos foram testados afim de se determinar
0 escopo de substratos aceitos pela enzima. As estruturas de nove produtos obtidos foram
confirmadas pela RMN de *H e os rendimentos dos produtos variaram de 21 a 46% (Esquema
19).

Esquema 19. Reacdo de MBH catalisada por BioH esterase de Escherichia coli.

(0] (0] OH O

| Biocatalisador
D [ R
A =
R R/

R = 0-NO,, m-NO,, p-NO,, p-CN Rendimentos: 21 - 46%
R4 = Me, OMe, OEt

Fonte: Adaptado de Jiang e Yu (JIANG; YU, 2014).

A reacdo modelo escolhida para a avaliagdo da capacidade catalitica dos
biocatalisadores foi a reacdo entre o 4-nitrobenzaldeido e o acrilato de metila. Os
biocatalisadores triados foram a proteina aloumina de soro bovina (BSA), a lipase Candida
antarctica do tipo B (CAL-B) livre e imobilizada (Novozym 435), a lipase de Burkholderia
cepacia (BCL) e a levedura Saccharomyces cerevisiae. Foi realizado um experimento branco,
sem a utilizagcdo de nenhum catalisador, e um experimento com o organocatalisador DABCO
que é o catalisador tradicional para esta reacdo. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Reacéo de MBH do p-nitrobenzaldeido e acrilato de metila (bio)catalisada.

e} e} OH O
/@)}\H . H)J\O/ (Bio)catalisador‘ MO/
O,N O2N
Entrada  (Bio)catalisador Tempo (h) Converséo (%)
1 BSA 120 -
2 BCL® 120 -
3 Novozym 435 120 -
4 Lipase CAL-B 120 -
5 S. cerevisiae® 120 -
6 - 120 -
7 DABCO° 4 90

Condicdes experimentais: 1 mL acetonitrila, 0,1 mmol aldeido, 0,5 mmol acrilato de metila, 30 mg biocatalisador; 30 °C. a)
Temperatura: 65 °C b) 100 mg de S. cerevisiae c) 0,65 equiv. de DABCO.
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Para todos os biocatalisadores triados ndo foi observado o consumo do material de
partida ao final do tempo reacional de 120 horas.

Nosso grupo desenvolveu uma otimizacdo na condicdo experimental para a reacéo de
MBH biocatalisada. Foram avaliados pardmetros como: o aumento da temperatura (40 °C);
substituicdo do sistema de solvente (agua destilada e acetonitrila em uma proporgdo de 4:1);
além da estequiometria dos reagentes utilizada. A reacdo modelo foi a reacdo entre o p-
nitrobenzaldeido e a metil-vinil-cetona, e o biocatalisador testado foi a BSA. Os resultados
obtidos foram promissores. O aduto de MBH foi obtido com um rendimento de 39%, bem
préximo aos rendimentos relatados na literatura para essa reacdo, e foi observado um modesto

excesso enantiomérico de 13% (Esquema 20).

Esquema 20. Reagdo de MBH otimizada.

o} o BSA OH O
+
/@)J\H ﬁj\ HyOACN (4:1) M
O,N 40°C O,N

Rendimento: 39%
ee: 13%

Afim de estudar e expandir o escopo desta nova condi¢do experimental foram
selecionadas duas reacfes modelos: a reacdo entre o benzaldeido e o acrilato de metila e a
reacdo entre o benzaldeido e a metil-vinil-cetona. Foram testados como biocatalisadores a
levedura S. cerevisiae e dois micro-organismos (Candida shehatae var. insectosa e N12AP2)
que foram triados pelo grupo e apresentam alta atividade para hidrolases. Os dois micro-
organismos fazem parte da colecdo de micro-organismos do Centro de Estudos de Insetos
Sociais (CEIS) e foram isolados de insetos sociais e de reservatorio de agua de bromélias, os
mesmos foram utilizados como células inteiras liofilizadas (WLC) ou como extrato celular

(CE). Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Reacdo de MBH biocatalisada.

OH

0 (0]
+ Biocatalisador Q
H ’ R1 40°C R1
1 2

R1 = Me, OMe

3aR;=0Me
3e Ry =Me

Entrada Biocatalisador Conversao (%) - 3a Conversao (%) - 3e
Candida shehatae var.
insectosa (WLC)
N12AP2 (WLC) - -
Candida shehatae var.
insectosa (CE)
N12AP2 (CE) - -
S. cerevisiae® - -

o o1k~ W N

Condicdes experimentais: 800 puL H20, 200 pL acetonitrila, 0,1 mmol aldeido, 0,1 mmol acrilato de metila ou metil-vinil-
cetona, 40 °C, 30 mg de biocatalisador, 20 mg de glicose. Tempo reacional: 30 dias.

Novamente para todos os biocatalisadores triados ndo foi observada a formagdo do
produto, sendo o material de partida completamente recuperado ao final dos 30 dias. Os
resultados obtidos até 0 momento sdo resultados preliminares, novos esforcos, neste sentido,

estdo sendo investidos pelo Grupo Milagre.

2.4.4 Triagem dos micro-organismos para diferentes atividades enzimaticas

Os a-metileno-B-hidroxiésteres 3a - 3d sdao moléculas altamente polifuncionalizadas
que apresentam trés grupos funcionais adjacentes. Essa caracteristica torna os a-metileno-f3-
hidroxiésteres reativos frente a diferentes enzimas, como alcool desidrogenases (EC 1.1.1.X),
enoato redutases (EC 1.6.99.1) e hidrolases (EC 3.1.1.X) (Figura 3).

Alcool desidrogenases

OH Hidrolases

OMe

[ Enoato redutases ]

Figura 3. Reatividade dos a-metileno-f-hidroxiésteres frente a diferentes enzimas.
Fonte: o autor.
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Nesse contexto foi realizada uma triagem enzimaética para se avaliar o potencial dos
micro-organismos para rea¢fes de oxidacdo (alcool desidrogenases), redugéo (enoato redutase)

e hidrolise (hidrolases) dos a-metileno-p-hidroxiésteres 3a e 3¢ (Esquema 21).

Esquema 21. Representacdo esquematica simplificada para as reagGes de oxidacéo, reducéo e hidrélise dos a-
metileno-B-hidroxiésteres 3a e 3c.

- 0 O
Alcool desidrogenases
O/
- —_—
R
OH O [ OH O
! " | Enoato redutases ]
: MO/ | MO/
1 : _—
‘R R
3aR=H !

OH O

N, 3eR=Cl Hidrolases
OH
R

Os ensaios de triagem enzimética para deteccdo de &lcool desidrogenases, enoato
redutases e hidrolases foram realizados em formato miniaturizado, em placas deep well de 96
pocos, com volume final de 1 mL. As principais vantagens do ensaio em formato miniaturizado
sdo o reduzido consumo de reagentes e, por consequéncia, a pequena quantidade de residuos
gerados, reducédo de tempo e custo, e aumento na seguranca do experimento.

Para a realizacdo do ensaio de triagem enzimatica, inicialmente 10 mL de meio GYMP
foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C e 1,1 atm. Apos resfriamento foram inoculados 3
mL de suspensdo de micro-organismo e este meio permaneceu a 28 °C por 20 horas sob agitacio
orbital (156 rpm). A suspensdo microbiana foi transferida para um tubo falcon de 15 mL e
centrifugada por 15 min a 3200 rpm, a fase aquosa foi descartada e a biomassa (apds pesagem)
foi ressuspendida em tampdo Sorensen 100 mM (pH 7,1) contendo 1% de glicose até uma
concentracdo de célula de 250 mg/mL. Adicionou-se a placa deep well — 96 pocos 1 mL da
suspensdo celular e em seguida 1mg do material de partida — a-metileno-p-hidroxiésteres 3a ou
3c. A reacdo foi mantida em agitacdo orbital em um shaker (156 rpm) por 48 horas. Todas as
reacOes foram conduzidas sob condi¢fes aerdbias. Ao final do tempo estipulado a suspensdo
celular foi centrifugada e a fase aquosa extraida 2 vezes com acetato de etila, as fases organicas
foram combinadas, secas com MgSOs e analisadas por GC-FID.

Ao todo foram testados 70 micro-organismos, 21 micro-organismos provenientes da

biblioteca de micro-organismos do Grupo Milagre do IQ/UNESP, 42 micro-organismo da

54



Capitulo 2: Sinteses quimioenzimaticas de derivados de -hidroxiéster

Colecéo de Micro-organismos do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), e 7 micro-

organismos comerciais adquiridos da Fundacdo André Tosello (Esquema 22).

Esquema 22. Triagem dos micro-organismos para diferentes atividades enzimaticas.

Alcool
MO/ desidrogenases
R
OH O OH O
; . 0 Micro-organismos _
: 07} Tampso fosfato pH 7,2. (0] [ Enoato redutases ]
‘. : 28°C, 122 rpm
'R / R
3aR=H / OH O
. 3R=Cl T o
Hidrolases
R

Os micro-organismos testados ndo foram capazes de converter os substratos, e dessa

forma ndo se observou nenhum hit positivo na triagem enzimatica. Triagens enzimaticas em
micro-organismos selvagens nem sempre apresentam hits positivos, dessa forma o resultado

obtido ndo foi totalmente inesperado.

2.45 Preparacgdo dos a-metileno-p-acetoxiésteres — Rota A

Apds a sintese e caracterizacdo dos adutos de MBH, a etapa seguinte foi uma reacdo de
acetilacdo do a-metileno-p-hidroxiéster 3c, segunda etapa da rota A.

Inicialmente a metodologia utilizada foi a reacdo de acetilacdo utilizando anidrido
acetico, 4-dimetilaminopiridina (DMAP) como catalisador e piridina em diclorometano anidro
sob atmosfera inerte (Esquema 23). Através de andlise por cromatografia gasosa com detector
de ionizacdo em chama (GC-FID) observou-se uma baixa conversao para o0 a-metileno-f-
acetoxiéster 6¢, cerca de 45%, e o material de partida, 3c, ndo foi completamente consumido
apos 19 horas de reagéo.

Desta forma uma segunda metodologia foi avaliada. O a-metileno-p-hidroxiéster 3c foi
submetido a reagdo de acetilagdo, utilizando-se cloreto de acetila, DMAP (cat.), trietilamina
(EtsN) em diclorometano anidro (Esquema 23). O produto a-metileno-p-acetoxiésteres 6¢ foi

isolado apds 6 horas em um rendimento de 57%.
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Esquema 23. Preparagdo do a-metileno-fB-acetoxiésteres 6c¢.

o) Q
Ao o OH O % Ao o
o~ Ac20, CH,Cly :" o~ b AcCl, CH,Cl, o
DMAP,py ; DMAP, Et;N
cl 0°C-ta.  Cl / oc-ta. ©
Conversao: 45%; Conversao: 57%;
Tempo reacional: 19 horas. //’ Tempo reacional: 6 horas.

Comparando-se as duas metodologias testadas, temos que o cloreto de acetila é mais
reativo frente ao ataque nucleofilico que o anidrido acético, isto por que em uma reagdo de
substituicdo nucleofilica acilica o0 mecanismo se divide em duas etapas: formacédo e quebra do
intermediéario tetraédrico (Esquema 24). Quanto mais fraca for a base ligada ao grupo acila,
mais facilmente ocorrem as duas etapas da reacdo. Ou seja, a reatividade do derivado de &cido
carboxilico depende da basicidade do seu substituinte ligado ao grupo acila. Quanto menor a

basicidade do substituinte, maior a reatividade do derivado de &cido carboxilico.

Esquema 24. Mecanismo proposto para a formagdo do a-metileno-p-acetoxiésteres 6c¢.

R
/ X X = Cl ou CH;COO" o (/_ °

OH O VH\_,O O

— / S o/
6¢c

Nas duas metodologias testadas, observamos a formagao de um subproduto indesejado.

Apbs analise de GC-MS o subproduto foi identificado como um isdémero constitucional do
produto desejado. O produto de isomerizagao ja foi relatado na literatura, por Emslie e Mason
(MASON; EM, 1994), Esquema 25.

Esquema 25. Reagdo de isomerizacéo dos a-metileno-p-acetoxiésteres.

0]

Ao

CO,Me DABCO
THF, refluxo /©/I\
R
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A reacdo de isomerizacdo € catalisada pelo excesso de base, no Esquema 26, é proposto
um possivel mecanismo para a reagdo, huma primeira etapa ocorre o ataque nucleofilico da
base ao carbono eletrofilico da ligacdo dupla C=C do a-metileno-B-hidroxiéster com
consequente eliminacdo do grupo acetoxi, numa segunda etapa ocorre o ataque nucleofilico do
grupo acetoxi, com concomitante eliminagdo da base e formacgéo do isbmero a-metileno-a-

acetoxiéster 7.

Esquema 26. Mecanismo proposto para a formacao do a-metileno-a-acetoxiéster 7.

P
(0]
O)O
T LT T
¥ R o)

o Ug oA

B: Base B o

Diante dos resultados insatisfatorios obtidos, uma nova metodologia foi testada para a
reacao de acetilacdo dos a-metileno-p-hidroxiésteres utilizando anidrido acético em excesso e
acido sulfarico como catalisador. O anidrido acético em excesso funciona com solvente da

reacdo (Tabela 7).

Tabela 7. Nova metodologia para a preparacdo dos a-metileno-p-acetoxiésteres 6a - d.

OH O OAc O e}
O/ Ac,0 o~ + N O/
H,S0, (10 mol%)
R ta. R 6a-d R 7a-d OAc
Conversao 6 Conversdao 7 Rendimentos Lit.
Entrada? A MBH
trada duto de [Rend.] (%)°  [Rend] (%)° (%)°
OH O
1 Mo/ 100 [75] - 81
3a
OH O
2 M o~ - 100 [80] -
~o 3b
OH O
3 M o~ 100 [86] - -
cl 3c
OH O

4 MO/ 100 [95] - -
O,N 3d

2!

21 eq. MBH,10 eq. de anidrido acético e 0,1 eq. de acido sulfirico. ® Conversdo determinada por GC - FID.
‘Literatura

57



Capitulo 2: Sinteses quimioenzimaticas de derivados de -hidroxiéster

Para os a-metileno-B-hidroxiesteres 3a, 3c e 3d os tempos reacionais foram de
proximamente 5 minutos, as conversdes foram de 100% e os rendimentos ficaram entre 75 -
95%. Para o a-metileno-B-hidroxiéster 3b a reacdo foi instantanea e foi observada a conversao
completa do material de partida para o isdmero a-metileno-a-acetoxiéster 7b. No Esquema 27,
é proposto um possivel mecanismo via formacéo de um carbocation alilico, para a obtencéo do
a-metileno-a-acetoxiéster 7b. O a-metileno-p-hidroxiéster 3b possui um grupo substituinte
metoxi na posicdo para do anel aromatico. O substituinte metoxi, doador de elétrons, estabiliza
por ressonancia o carbocéation alilico formado, favorecendo a formacdo do a-metileno-a-

acetoxiéster 7.

Esquema 27. Mecanismo proposto para a formacdo do a-metileno-a-acetoxiéster 7b.

O a-metileno-a-acetoxiéster 7b foi caracterizado por analise de RMN de *H, no espectro
observa-se o sinal caracteristico da acetilacdo, um simpleto em 2,12 ppm referente aos 3
hidrogénios da metila do grupo acetila, um simpleto, integrado para 2 hidrogénios, em 4,98
referente ao grupo metileno e ainda um simpleto, integrado para 1 hidrogénio em 7,94 referente
ao hidrogénio na posi¢ao a ao anel aromatico. Os sinais observados tiveram seus deslocamentos
qguimicos bem préximos aos observados na literatura (MASON; EM, 1994), é importante
ressaltar também que os deslocamentos quimicos observados sdo bem diferentes dos
deslocamentos quimicos observados para os adutos de MBH acetilados.

Para 0 a-metileno-B-hidroxiéster 3b foram testadas mais duas condi¢des, na primeira
(Entrada 2, Tabela 8) ndo foi adicionado ao meio reacional nenhum catalisador e 0 nimero de
equivalentes de anidrido acético utilizado foi metade da condicéo anterior (Entrada 1, Tabela
8), e apds 3 dias observou-se uma conversdo de 41% para o0 a-metileno-p-acetoxiéster desejado
(6b). Uma segunda metodologia foi testada (Entrada 3, Tabela 8), utilizando-se novamente
metade do ndmero de equivalentes de anidrido acético e desta vez metade do ndmero de
equivalentes de &cido da condicao anterior (Entrada 1, Tabela 8), ap6s 12 horas observou-se 0
consumo total do material de partida e as conversdes de 55 e 45% para o a-metileno-f-

acetoxiéster 6b e o0 isdbmero 7b respectivamente.
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Tabela 8. Condigdes reacionais testadas para a obtencédo do a-metileno-p-acetoxiéster 6b.

OH O OAc O o
mj\o/ L Mo/ + MO/
o Hi2?4 o 6b ~o 7b OAc
Equiv. Ac20 Equiv. H2SO4 Conversdo 6 Converséo 7
Entrada
(mmol) (mmol) (%) (%)?
1b 10 0,1 - 100
2° 5 - 41 -
3d 5 0,05 55 45
aConversdo determinada por GC - FID. P Tempo reacional: 5 min. ¢ Tempo reacional: 12 horas. ¢ Tempo reacional:
3 dias.

A caracterizagdo dos compostos 6a - 6d foi realizada por RMN de *H. No espectro de
RMN de 'H observa-se a auséncia do dupleto entre 2,86 — 3,33 ppm atribuido ao hidrogénio da
hidroxila do aduto de MBH e a presenca do sinal caracteristico da acetilagcdo, um simpleto entre
2,10 - 2,15 ppm referente aos 3 hidrogénios da metila do grupo acetila.

Os a-metileno-p-acetoxiéster (6a - 6d) ja sintetizados e caracterizados podem ser
submetidos a uma resolucdo cinética enzimatica utilizando uma enzima lipase com o objetivo

de se obter os a-metileno-B-hidroxiésteres com excesso enantiomérico.
2.4.6 Resolucéo Cinética dos a-metileno-B-acetoxiesteres
A fim de se obter os a-metileno-B-hidroxiésteres com excesso enantiomérico, a

estratégia proposta foi realizar a reacdo de resolugdo cinética utilizando a lipase de
Burkholderia cepacia (BCL) (Esquema 28).

Esquema 28. Resolucéo cinética dos a-metileno-B-hidroxiésteres racémicos.

o 0

/\Ok OH © )ko o}

OH O O
BCL B
o~ o~ + o~
Hexano

Inicialmente, elegemos como reacdo modelo a reacdo de resolugdo cinética do 1-
feniletanol (Esquema 29) (SOUZA et al., 2009).
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Esquema 29. Resolugéo cinética do 1-feniletanol utilizando a lipase BCL.

(0] (0]
2 equiv.
N & . BN
BCL 2
(2,0 mg) * ©/\
Hexano
0,16mmol

A reacdo modelo foi realizada com sucesso e apds 24 horas observou-se uma conversao
de 50% para o éster correspondente. Porém quando a reacdo com o a-metileno-p-hidroxiéster
3a foi testada nas mesmas condicdes, ndo foi observado o consumo de material de partida
mesmo apds 7 dias. Dessa forma, foram realizadas algumas outras tentativas mostradas na
Tabela 9.

Tabela 9. CondicGes reacionais testadas na resolucao cinética do a-metileno-B-hidroxiéster 3a.

OH O

BCL H
3a Hexano 3a 6a

Equiv. Acetato Conversao 6
Entrada 3a (mmol) de vinila (mmol) BCL (mg) (%)
12 0,1 2 2,5 -
28 0,02 5 8,0 -
3v 0,02 5 20,0 -
4° 0,2 5 20,0 -

Conversdo determinada por GC - FID. Tempo reacional: 7 dias. “Temperatura: 50°C. "Temperatura: 30°C.

N&o foi obtido sucesso na resolugdo cinética do a-metileno-B-hidroxiéster 3a utilizando
as metodologias testadas.

2.4.7 Preparagdo dos a-metileno-p-cetoésteres — Rota B
A primeira etapa da abordagem sintética proposta na Rota B é a oxidacgdo da hidroxila

do aduto de MBH. Dentre as diferentes varias op¢des de agente oxidante para a reagdo de

oxidacéo da hidroxila, o acido 2-iodoxibenzoico (IBX) foi o reagente escolhido (Esquema 30).
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Esquema 30. Preparacéo dos a-metileno-B-cetoésteres.

O, OH

|
\
OH O ©:K<O 0 o
_—

o-metileno-B-cetoéster

A metodologia utilizada para a sintese do IBX foi a reacdo de oxidacdo do acido
iodobenzdico utilizando bromato de potassio (KBrOs) como agente oxidante, em meio &cido
(Esquema 31) (BOECKMAN; SHAO; MULLINS, 2003).

Esquema 31. Sintese do acido 2-iodoxibenzdico (IBX).

| Q\I/OH
@i + KBro; 2.0MH,S0, o
COOH 65°C, 2.5h
o)

acido 2-iodoxibenzoico
(IBX)
Rendimento: 95%

O produto foi obtido com um rendimento de 95% e a caracterizacdo do mesmo foi
realizada por RMN de H. No espectro de RMN de 'H do IBX observa-se os sinais
caracteristicos nos seguintes deslocamentos quimicos 7,84 (m, 1 H), 7,96-8,06 (m, 2H), 8,14
(d, 1H, J = 7,6 Hz) referentes aos hidrogénios do anel aroméatico. Também observamos a
auséncia de sinais na regido de & 7,71 (m, 1 H) referente ao intermediério 1-hidroxi-1,2-
benziodoxol-3-(1H)-ona, e a auséncia dos sinais 6 7,48 (m, 1 H) e 7,25 (m, 1 H) referente ao
material de partida, o acido 2-iodobenzéico (FRIGERIO; SANTAGOSTINO, 1994).

Os reagentes de iodo hipervalente sdo amplamente utilizados em sintese organica como
uma alternativa de metodologia branda e segura, além de uma opc¢do econémica frente aos
agentes oxidantes metalicos (ZHDANKIN; STANG, 2008).

O &cido IBX é um agente oxidante eficiente para a oxidacdo de alcoois primarios e
secundarios aos seus compostos carbonilicos correspondentes, assim como para uma
diversidade de outras rea¢Ges oxidativas.

O mecanismo proposto para a oxidacdo de alcoois com IBX, é composto por duas
etapas, sendo a primeira etapa representada por um rapido pré-equilibrio e a segunda etapa a

etapa lenta da reacdo (Esquema 32). Na primeira etapa ocorre a troca de ligantes em torno do
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atomo de iodo, o par de elétrons do oxigénio da hidroxila do alcool faz um ataque nucleofilico
no iodo, simultaneamente também ocorre a liberagdo de uma molécula de agua. O intermediario
IBX-alcool foi detectado por Santagostino e colaboradores (De MUNARI et al., 1996) atraves
de anélise de RMN de *H. Estudos mostraram que a concentragio do intermediario IBX-alcool
estd diretamente relacionada com a concentragdo de agua, diminuindo com o aumento da
mesma (De MUNARI et al., 1996).

Na segunda etapa, o oxigénio ligado ao iodo abstrai um proton do intermediario 1BX-
alcool, permitindo a eliminacdo do produto carbonilado e de uma molécula de acido 2-
iodosobenzoico (IBA) (FRIGERIO et al., 1995), (De MUNARI et al., 1996).

Esquema 32. Mecanismo proposto para oxidacdo de alcoois com IBX.

O, OH H.O |(OH
7 ) (0] 0]
I\OA/_\ T - )J\ " @O
/
o R1)\ R, o H) Produto  &cido 2-iodosobenzéico
carbonilado (IBA)
Ry R,

Intermediario
IBX-alcool

O IBX é insolavel na grande maioria dos solventes organicos, com excecdo ao
dimetilssulféxido (DMSO), no entanto isso ndo impede que oxidacdes sejam realizadas nesses
solventes, desde que a temperaturas mais elevadas.

A metodologia incialmente testada foi a desenvolvida por Finney (MORE; FINNEY,
2002) empregando trés equivalentes de IBX e acetato de etila como solvente, a 80 °C (Esquema
33).

Esquema 33. Sintese do a-metileno-p-cetoéster 9c.

O‘\| _OH

\

OH O o O o
Mo/ 3equiv. o MO/
Cl 3c AcOEt, 80°C Cl 9c

Rendimento: 92%

O a-metileno-B-cetoéster 9c foi obtido ap6s 3 horas de reacdo em 92% de rendimento.
N&o houve necessidade da etapa de purificagdo, ja que no espectro de RMN de *H do produto

bruto observou-se alto grau de pureza.
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As primeiras reagOes foram realizadas utilizando a condicdo reacional descrita no
Esquema 33, entretanto a fim de diminuir o nimero de equivalentes de IBX utilizado, uma nova
metodologia (SANTOS; COELHO, 2012) foi testada utilizando apenas 1,5 equivalentes do
agente oxidante, e acetonitrila como solvente. A nova metodologia testada apresentou
excelentes rendimentos (88 a 95%) e alto grau de pureza do produto obtido. Nas duas
metodologias empregadas a reacdo é realizada em meio heterogéneo, ja que como foi dito o
IBX é insoluvel em ambos os solventes. Apos o término e resfriamento a temperatura ambiente,
0 meio reacional foi filtrado e o solvente evaporado a presséo reduzida.

A reacdo apresentou altos rendimentos e alto grau de pureza para todos os a-metileno-
B-hidroxiésteres testados fornecendo os a-metileno-p-cetoésteres de interesse. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Oxidagéo dos a-metileno-B-hidroxiesteres com IBX.

0, 0H

OH O @E«b
MO/ L MO/
R 3a-d R 9a-d

Entrada Produto R Cono_hgao Rendimento (%)
Reacional

1 %9a H a 90
2 9a H b 92
3 9b OMe a 94
4 9c Cl a 95
5 9c Cl b 90
6 od NO; a 88

a) 1,5 equiv. IBX, acetonitrila, 70 °C b) 3,0 equiv. IBX acetato de etila, 80 °C. Tempo reacional: 3 horas.

No espectro de RMN de *H dos compostos a-metileno-p-cetoésteres observamos a
auséncia dos sinais dupletos na regido de 5,52-5,64 ppm correspondente a regido caracteristica
do hidrogénio carbindlico do aduto de MBH.

Os a-metileno-B-cetoesteres sintetizados nessa etapa foram utilizados como materiais

de partida para todas as reagdes de triagem enzimatica para a deteccéo de cetorredutases.
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2.4.8 Preparacio dos a-metil-p-hidroxiésteres racémicos (13a — 13d)

A sintese dos padrdes racémicos dos a-metil-pB-hidroxiésteres foi realizada para o
desenvolvimento dos métodos cromatograficos que foram utilizados na determinacdo dos

excessos diastereoisomeéricos e enatioméricos das reacdes biocataliticas (Esquema 34).

Esquema 34. Preparagdo dos a-metil-B-hidroxiésteres racémicos.

OH O OH O OH O
mj\o/ Hy (1 atm) MO/ +MO/
- - -
R Pd/C 10% R syn R anti
3aR=H 13aR=H
3b R=0Me 13b R = OMe
3cR=Cl 13¢R=Cl
3d R=NO, 13d R = NO,

A metodologia utilizada nesta etapa consistiu em uma hidrogenacao catalitica utilizando
Pd/C em metanol a 1 atm, a reacdo foi monitorada por GC-FID e CCD. Além do produto de
reducdo da ligacdo dupla C-C, foi observado o produto de hidrogendlise (14) que é descrito na
literatura como subproduto da reacdo de hidrogenacdo desses compostos (MATEUS;
ALMEIDA; COELHO, 2000). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Preparagéo dos a-metil-B-hidroxiésteres racémicos.

3aR=H 13aR=H 13aR=H 14aR=H
3b R =0OMe 13b R = OMe 13b R = OMe 14b R = OMe
3cR=Cl 13cR=Cl 13c R=ClI 14cR=CI
3d R=NO, 13d R = NO, 13d R = NO, 14d R = NO,
) Conversao
Entrada R syn:anti
13 (%) 14 (%)

1 3a H 50:50 75,0 15,0

2 3b OMe 30:70 58,0 14,5

3 3c Cl 40:60 61,4 10,9

4 3d NO; 50:50 56,0 -
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Na literatura foi relatado tempos reacionais de 2 a 3 horas para a rea¢ao de hidrogenacéo
destes compostos (MATEUS; ALMEIDA; COELHO, 2000), porém ap6s 30 minutos observou-
se a formacdo de uma mistura complexa de produtos.

Na reacao de hidrogenacao do a-metileno-B-hidroxiéster 3d que possui 0 grupo nitro na
posicdo —para, além do produto de hidrogendlise também observamos a formagdo do produto
com o grupo nitro reduzido a amina, como ja havia sido relatado na literatura (MATEUS;
ALMEIDA; COELHO, 2000).

Com excecdo dos a-metileno-B-hidroxiésteres 3a e 3d (Entradas 1 e 4, Tabela 11),
observou-se uma diastereosseletividade modesta para a hidrogenacéo desses compostos. Nos
casos em que a diastereosseletividade foi observada, o produto anti € sempre o majoritario.

A estereoquimica dessa reacdo pode ser racionalizada com base numa conformacdo em
que o substituinte aril ocupa a posi¢éo interior e a ligacdo carbono-oxigénio € paralela a ligacédo
7. Isto reduz qualquer interacdo desestabilizadora entre o substituinte aril e o grupo carboxila.
Esta conformacdo permite a adicdo syn do hidrogénio na mesma face do grupo hidroxila e
conduz a formacdo preferencial do produto anti (Figura 4) (MATEUS; ALMEIDA; COELHO,

2000).
CH,
Ar H Ar H
COOCH; —
/' H COOCH,3
OH OH

Ataque ocorre
por essa face

Figura 4. Conformacao preferencial que leva ao produto anti.
Fonte: Adaptado de Coelho e colaboradores (MATEUS; ALMEIDA; COELHO, 2000).

Os a-metil-B-hidroxiésteres 13a - 13d (Figura 5) foram caracterizados por RMN de *H,
observou-se a auséncia dos dois simpletos na regido de 5.83 - 6.35 ppm atribuidos aos
hidrogénios metilénicos da ligacdo dupla, e a presenca de um dupleto na regido de 0,97 - 1,14
ppm referente aos trés hidrogénios da metila 11 (Figura 5), de um duplo dupleto na regido de
5,01 - 5,12 ppm referente ao hidrogénio 3 (Figura 5), e de um multipleto na regido de 2,74 -
2,94 ppm referente ao hidrogénio 2 (Figura 5).

Figura 5. Numeracéo dos hidrogénios dos a-metil-p-hidroxiésteres 13a - 13d.
Fonte: o autor.
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2.4.9 Preparacio dos a-metil-B-cetoésteres racémicos (12a - 12d)

A sintese dos padrdes racémicos dos o-metil-pB-cetoésteres foi realizada para o
desenvolvimento dos métodos cromatograficos que foram utilizados na determinacdo dos
excessos enantioméricos das reagdes biocataliticas.

A primeira metodologia testada para a obtencdo dos a-metil-pB-cetoésteres foi uma
hidrogenacdo catalitica utilizando Pd/C em metanol a 1 atm, a reacdo foi monitorada por GC-

FID e CCD. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Preparagdo dos a-metil-p-cetoésteres racémicos (12a - 12c).

0o o 0O O 0O o©
R Pd/C 10% R R )
9aR=H MeOH 12aR=H
9b R = OMe 12b R = OMe
9c R=Cl 12c R =Cl
Entrada Produto R Conversao 12 (%)

1 12a H 45

2 12b OMe 40

3 12¢ Cl -

Os tempos reacionais foram longos (até 48 horas) e as conversdes foram baixas (0 -
45%). Para o composto 9c surpreendentemente ndo foi observado o consumo de material de
partida, sendo o mesmo recuperado apds 48 horas. Dessa forma uma nova metodologia foi
testada. Nessa nova estratégia foi realizada a oxidacao da hidroxila dos a-metil-p-hidroxiésteres
(13a - 13d).
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Tabela 13. Preparagdo dos a-metil-B-cetoésteres racémicos (12a - 12d).

13aR = H Caenre 12aR = H
13b R = OMe 12b R = OMe
13cR=Cl 12cR=Cl
13d R = NO, 12d R = NO,
Entrada Produto R Conversao 12 (%)
1 12a H 92
2 12b Cl 96
3 12c NO; 94

Os rendimentos foram excelentes (92 - 96%) e os tempos reacionais foram de 3 horas.
Os a-metil-B-cetoésteres 12a - 12d (Figura 6) foram caracterizados por RMN de *H, observou-
se a auséncia do duplo dupleto na regido de 5,01 - 5,12 ppm referente ao hidrogénio 3 (Figura
6), e a presenca de um quadrupleto na regido de 4,32 - 4,45 ppm referente ao hidrogénio 2

(Figura 6), e de um dupleto na regido de 1,48 - 1,52 ppm referente aos hidrogénios da metila
11 (Figura 6).

Figura 6. Numeracdo dos hidrogénios dos a-metil-p-cetoésteres 12a — 12d.
Fonte: o autor.

2.4.10 Triagem enzimatica para deteccdo de cetorredutases (kREDy-to-go plate assay -
Prozomix)

A triagem enzimatica foi realizada a fim de se avaliar o potencial biorredutor das

enzimas para a redugdo dos a-metileno-p-cetoesteres 9a - 9d (Esquema 35).
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Esquema 35. Biorredugao dos a-metileno-B-cetoésteres 9a - 9d.

o o OH 0  elou OH O
‘ o Cetorredutase o : o~
v ' kREDy-to-go
‘R i Prozomix R R
R =H, OMe, CI, NO, - 3a-d
. 9a-d .- R =H, OMe, CI, NO,

O ensaio de triagem enzimatica para avaliacdo do potencial redutor das enzimas foi
realizado utilizando o kit comercial KREDy-to-go que é um ensaio colorimétrico em um formato
miniaturizado. O kit consiste em uma placa de 96 pogos com diferentes enzimas cetorredutases,
e uma solucdo de composicdo ndo especificada, denominada solugdo INT. A vantagem deste
ensaio estd na pequena quantidade de residuos gerados devido ao reduzido consumo de
reagentes, uma vez que é realizado em escala miniaturizada. Além disso, o resultado da triagem
pode ser detectado visualmente pela mudanca de cor da solucao final.

Para a realizagdo do ensaio de triagem enzimaética, adicionou-se 0,2 mmol do a-
metileno-f-cetoéster (9a - 9d) em 10,0mL da solugdo INT. A mistura foi homogeneizada por
agitacdo e entdo cuidadosamente foram adicionados 100uL da solugdo resultante em cada um
dos 96 pocos. Também foi realizado um experimento branco, neste experimento nao foi
efetuada a adicdo do a-metileno-p-cetoéster, adicionou-se apenas 100uL da solugdo INT em
cada um dos 96 pocos.

As placas foram mantidas ao abrigo de luz, sob agitacdo orbital a 25 °C e monitorada
nostempost=0,t=4h,t=12het=24h.

A inspecdo da evolucdo do ensaio de atividade enzimética foi realizada visualmente,
onde para resultados positivos se esperava uma mudanca de coloracdo do branco para o

vermelho. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Triagem enzimatica de cetorredutases para 0s a-metileno-p-cetoésteres 9a — 9d.

Tempo (h)
Entrada
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No experimento branco, (Entrada 1, Tabela 14), foram observados dois pogos com
coloracdo vermelha ap6s 24 horas, pocos All e B8, esses dois pogos foram considerados falsos
positivos nas analises de triagem enzimatica utilizando os a-metileno-p-cetoésteres.

A triagem enzimética com o a-metileno-p-cetoéster 9a (Entrada 2, Tabela 14),
apresentou 6 hits positivos, com o a-metileno-p-cetoéster 9b (Entrada 3, Tabela 14), foram
obtidos 11 hits positivos. Quando o0 a-metileno-B-cetoéster utilizado na triagem de
cetorredutases foi 0 composto 9c, (Entrada 4, Tabela 14), ndo foi obtido nenhum hit positivo,
0s pogos com coloracdo vermelha A1l e B8 séo falsos positivos. O a-metileno-p-cetoester 9d,
(Entrada 3, Tabela 14), apresentou 6 hits positivos triagem de cetorredutases.

As enzimas que se mostraram hits positivos para a redugdo dos a-metileno-p-cetoésteres
poderdo ser adquiridas para que seja possivel a realizagcdo de um estudo sobre a quimio- e

enatiosseletividades das mesmas.
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2.4.11 Biorredugdo dos a-metileno-p-cetoésteres

Os a-alquil-B-hidroxiésteres sdo compostos importantes para a sintese organica
assimétrica, onde sdo aplicados como blocos construtores para a sintese de policetideos,
estatinas, inibidores de protease e outros produtos farmacéuticos importantes (KALAITZAKIS
et al., 2005). Estes compostos apresentam baixa massa molecular, possuem dois centros
estereogénicos e pelo menos dois grupos funcionais reativos (um alcool, um éster e outros
grupos potencialmente reativos presentes na cadeia lateral do substituinte) (KALAITZAKIS et
al., 2005).

A importancia dos a-alquil-B-hidroxiésteres como blocos construtores para uma grande
variedade de “alvos” moleculares tem estimulado a busca por métodos altamente seletivos para
sua sintese (MORI, 1989), (PEREIRA, 1998). Varias estratégias quimicas classicas foram
desenvolvidas e se mostraram particularmente Uteis para sintese dessa classe de compostos
(RODRIGUEZ; KAYSER; STEWART, 2001). Dentre as estratégias mais estudadas, a reducio
assimétrica de B-cetoésteres tem sido a via mais investigada (RODRIGUEZ et al., 2000).

As abordagens biocataliticas tem se tornado cada vez mais interessantes para a obtengédo
dos a-alquil-B-hidroxiésteres enantiomericamente enriquecidos, dentre elas temos a utilizago
de enzimas isoladas ou o uso de células microbianas. Atualmente é conhecida uma grande
variedade de agentes redutores biocataliticos. Nesse contexto a levedura Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) tem sido particularmente valiosa e ainda hoje é um dos
biocatalisadores mais populares, principalmente por ser de facil uso e acesso, baixo custo e nao
necessitar de muitos conhecimentos microbiolégicos (CHAVES; MORAN; RODRIGUES,
2013; CLOSOSKI et al., 2007; KAWAI et al., 1994; RODRIGUEZ; KAYSER; STEWART,
2001).

Os substratos a-metileno-p-cetoésteres (9a - 9d), foram submetidos a reacéo de redugéo
utilizando a levedura S. cerevisiae.

Os compostos em questdo possuem dois centros reativos frente a reacdes de
oxidorreducdo como destacado na Figura 7 A, dessa forma na reducdo dos a-metileno-f-
cetoésteres utilizando a levedura S. cerevisiae (sistema multienzimatico) é possivel a obtencéo

de mais de um produto (Figura 7 B).
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w7

Figura 7. Biorredugdo dos a-metileno-B-cetoésteres.

Fonte: o autor.
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As reacdes de redugdo dos a-metileno-p-cetoésteres (9a - 9d) utilizando a levedura S.

cerevisiae foram realizadas em tampéo citrato-fosfato, pH 6,6 (0,05M), com adicao de glicose.

Foram realizados experimentos controle sem a adi¢do do substrato, onde ndo se observou a

formacéo de nenhum produto de origem microbiana (metabdlitos), e experimentos controle sem

a adicdo do micro-organismo onde ndo se observou degradacdo do produto nestas condicGes

experimentais.

As reacOes foram acompanhadas por GC-FID, os produtos foram caracterizados por

GC-MS e os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 15. Os excessos enatioméricos e a

diastereosseletividade foram determinados por analise de GC utilizando coluna quiral. Os

tempos de retengdo dos produtos obtidos foram comparados com os ja relatados na literatura

(CHAVES; MORAN; RODRIGUES, 2013).

Tabela 15. Resumo dos resultados obtidos nas rea¢des de biorredugéo dos a-metileno-B-cetoésteres (9a — 9d).

0 0 OH O o o OH 0O

J/ "\ S. cerevisiae
llMO/ bbbty MO/ . WO/ . /@/’\‘)J\o/
R ‘: R R R

9aR=H 3aR=H 12aR=H 13aR=H
g:gfg""e 3b R = OMe 12b R = OMe 13b R = OMe
ng:NO 3cR=Cl 12c R =Cl 13¢c R=Cl
L TR 3d R = NO, 12d R = NO, 13d R =NO,
Tempo Conversio % Composic¢do 13
Entrada R reacional (% ee)
(h) 3(%) 12 (%) 13(%) syn anti
1 9a H 48 - 34,0 66,0 60,0 6,0
2 9b OMe 96 - 100 - - -
3 9 ClI 36 - 50 95,0 86,5(99) 8,5(99)
4 9d NO; 6 - - >99 88,0(99) 12,0(99)

71



Capitulo 2: Sinteses quimioenzimaticas de derivados de -hidroxiéster

Nas reagdes de biorredugdo dos a-metileno-f-cetoésteres, pode-se observar através da
diferenca dos tempos reacionais, que variaram de 6 a 96 horas, que os grupos substituintes do
anel aromatico influenciaram na velocidade da reacéo. Essa influéncia pode ser racionalizada
pelo efeito de ressonancia e pelo efeito indutivo dos mesmos em relacéo ao carbono para do
anel aromatico e consequente ativacdo ou desativacdo da carbonila benzilica e do grupo
metileno na posi¢do a a carbonila. Grupos retiradores de elétrons na posi¢do para do anel
aromatico deixam a carbonila e o grupo metileno deficientes em elétrons por efeito de
ressonancia favorecendo o ataque nucleofilico do hidreto do cofator (NAD(P)H), tornando
dessa forma as reacBes mais rapidas quando comparadas a reagdo utilizando o a-metileno-f-
cetoéster sem substituicdo no anel aromatico. O efeito contrario é observado para grupos
doadores de elétrons, que doam elétrons por ressonancia tornando a carbonila e o grupo
metileno menos deficientes em elétrons e dessa maneira desfavorecem o ataque nucleofilico do
hidreto do cofator diminuindo entdo a velocidade da reacéo de biorreducéo.

Na reacdo de biorreducdo do a-metileno-B-cetoéster 9a observou-se inicialmente a
formacdo do a-metil-B-cetoéster 12a, referente a reducéo da ligacdo dupla C=C. Apoés 2 horas
de reacdo, 88,2% do material de partida ja havia sido convertido no a-metil-B-cetoéster 12a
(Entrada 1, Tabela 16). Com 8 horas de reacdo observou-se a formacdo do a-metil-p-
hidroxiéster 13a, referente a reducéo da ligacdo dupla C=0 do a-metil-B-cetoéster 12a (Entrada
2, Tabela 16). Quando a reacéo atingiu 24 horas (Entrada 5, Tabela 16), 65,9% do a-metil-p-
cetoéster 12a ja havia sido convertido aos diastereocisomeros 13a, 0s diastereoisdbmeros syn e
anti foram formados numa proporcao 90:10 respectivamente, 0s excessos enantiomericos foram
maiores que 99%. Na Entrada 7 (Tabela 16) quando o tempo reacional atingiu 48 horas temos
uma conversdo de 66%, com uma propor¢do dos diastereoisdbmeros de 91:9 e excessos
enantiomeéricos maiores que 99% para os dois diastereoisdmeros obtidos. A reacdo ainda foi
acompanhada até o tempo reacional de 96 horas, porém observou-se que a reacdo entrou em

equilibrio.
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Tabela 16. Resultados obtidos na reacéo de biorreducdo do a-metileno-p-cetoéster 9a.

O O O O OH O OH O
O/ S. cerevisiae O/ . O/ . A O/
pH: 6.6 H
9a 12a 13a syn 13a anti
9a 12a 13a 13asyn ee 13a 13a anti ee 13a
Entrada  T(M) o (06)  syn:anti (%) syn (%) %)  anti (%)

1 2 11,8 88,2 - 0 0 0 0
2 8 0 80,0 88:12 17,5 >99 2,5 >99
3 12 0 72,1 91:9 25,4 >99 2,4 >99
4 16 0 58,2 90:10 37,6 >99 4,2 >99
5 24 0 44,1 90:10 50,4 >99 5,5 >99
6 36 0 36,9 91:9 57,3 >99 59 >99
7 48 0 34,0 91:9 60,0 >99 6,0 >99

O estudo cinético da reducdo de 9a mediada por S. cerevisiae é apresentado na Figura
8. Inicialmente observamos o consumo do material de partida 9a e a formacéo do a-metil-f-
cetoéster 12a. Com o decorrer do tempo reacional observa-se o consumo do a-metil-p-cetoéster

12a e a formacao dos diastereoisdmeros 13a syn e 13a anti.
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Figura 8. Estudo cinético da reducéo de 9a mediada por Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: o autor.

Na reacdo de biorreducéo do a-metileno-f-cetoéster 9b, ap6s 15 minutos do inicio da
reacao, observou-se uma conversédo de 74,5% do material de partida para o a-metil-p-cetoéster
12b (Entrada 1, Tabela 17), através de analise por HPLC observou-se um razoavel excesso
enantiomérico de 45%. O excesso enantiomeérico do a-metil-p-cetoéster 12b observado na
aliquota referente a 15 minutos de reagdo decaiu lentamente com o tempo, chegando a 10%

quando a reacdo atingiu um tempo reacional de 8 horas. A reagédo continuou sendo monitorada
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nos tempos de 16, 24, 48 e 96 horas, porém ndo se observou a formacdo do a-metil-B-

hidroxiéster 13b, referente a reducdo da ligacdo dupla C=0 do composto 12b.

Uma possivel explicacdo para a ndo obtencdo do o-metil-B-hidroxiester 13b seria a

menor reatividade da carbonila, causada pelo efeito desativador de doacdo de protons pelo

grupo metdxi substituinte do anel aromatico.

Tabela 17. Resultados obtidos na reacédo de biorreducdo do a-metileno-p-cetoéster 9b.

o o o o oOH O oH O
wo/ S. cerevisiae Mo/ N /@/kﬁj\o/ . /@)\:/U\O/
- pH:66 - - :
o 9b o 12b o 13b syn o 13b anti
Entrada T (min) 9b (%) 12b (%) ee 12b (%)
1 15 25,5 74,5 45
2 45 13,7 86,3 44
3 60 11,0 89,0 44
4 120 0 100 40
5 240 0 100 28
6 480 0 100 10
7 960 0 100 0

O estudo cinético da reducao de 9b mediada por S. cerevisiae é apresentado na Figura

9. Observamos o consumo do material de partida 9b e a formagédo do a-metil-B-cetoéster 12b

com o decorrer do tempo reacional. Também é apresentada a variacao do excesso enantiomeérico

do a-metil-p-cetoéster 12b.
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Figura 9. Estudo cinético da reducédo de 9b mediada por Saccharomyces cerevisiae e variagdo do excesso

enantiomérico do a-metil-B-cetoéster 12b.
Fonte: o autor.
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Na reacdo de biorreducdo do a-metileno-B-cetoéster 9c, também se observou
inicialmente a formacdo do a-metil-p-cetoéster 12c, referente a reducéo da ligagcdo dupla C=C.
Apds 30 minutos de reacdo, 100% do material de partida ja havia sido convertido no a-metil-
[B-cetoéster 12c (Entrada 1, Tabela 18), atraves de andlise por HPLC observou-se um baixo
excesso enantiomérico de 14%. O baixo excesso enantiomérico do a-metil-p-cetoéster 12c
observado na aliquota referente a 0,5 horas de reacéo decaiu com o tempo, chegando a 0 quando
a reacdo atingiu um tempo reacional de 2 horas. Com 8 horas de reacdo observou-se a formacéo
do a-metil-B-hidroxiéster 13c, referente a reducéo da ligacdo dupla C=0 do a-metil-p-cetoéster
12c (Entrada 5, Tabela 18). Quando a reacdo atingiu 24 horas (Entrada 8, Tabela 18), 86,0% do
a-metil-B-cetoéster 12c ja havia sido convertido aos diastereoisdmeros 13c, 0sS
diastereoisébmeros syn e anti foram formados numa proporcdo 91:9 respectivamente e 0s
excessos enantioméricos foram maiores que 99%. Na Entrada 9 (Tabela 18) quando o tempo
reacional atingiu 36 horas temos uma conversdo de 95%, com uma propor¢do dos
diastereoisdbmeros de 91:9 e excessos enantioméricos maiores que 99% para os dois
diastereoisémeros obtidos. A reacdo permaneceu sendo monitorada até o tempo reacional de 48

horas, porém observou-se que a reacdo entrou em equilibrio.

Tabela 18. Resultados obtidos na reacéo de biorreducdo do a-metileno-p-cetoéster 9c.

O O O O OH O OH O
S. cerevisiae
o~ > cerevisiae o~ o+ o~ 4 - o
pH: 6.6 H
Cl Cl Cl Cl

9c 12¢ 13c syn 13c anti
Entrada T 9c 12¢ 13c _ 13c syn ee 13c syn 13c anti ee 13c anti
(h)y (%) (%) syn:anti (%) (%) (%) (%)
1 0,5 0 100 0 0 0 0 0
2 1 0 100 0 0 0 0 0
3 15 0 100 0 0 0 0 0
4 2 0 100 0 0 0 0 0
5 8 0 53,4 92:8 42,9 >99 3,7 >99
6 12 0 38,4 93:7 57,3 >99 43 >99
7 16 0 28,7 92:8 65,6 >99 57 >99
8 24 0 14,0 91:9 78,3 >99 7,7 >99
9 36 0 5,0 91:9 86,5 >99 8,5 >99
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O estudo cinético da reducdo de 9c mediada por S. cerevisiae é apresentado na Figura
10. Primeiro observamos o consumo do material de partida 9c e a formacdo do a-metil-p-
cetoéster 12c. Em seguida, observa-se o consumo do a-metil-f-cetoéster 12¢ e a formacéo dos

diastereoisémeros 13c syn e 13c anti com o decorrer do tempo reacional.
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Figura 10. Estudo cinético da reducdo de 9c mediada por Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: o autor.

Na reacdo de biorreducdo do a-metileno-p-cetoéster 9d, apo6s 30 minutos de reacdo,
100% do material de partida ja havia sido convertido no produto 12d e 57,4% do a-metil-p-
cetoéster 12d ja havia sido convertido no a-metil-p-hidroxiéster 13d (Entrada 1, Tabela 19), a
proporcéo dos diastereoisdbmeros syn:anti observada foi de 87:13, 0s excessos enantiomeéricos
foram maiores que 99%. Os excessos enantioméricos para o0 composto 12d foram investigados
através de analise por HPLC porém ndo foi observado nenhum excesso. Com 6 horas de reacao
todo o a-metil-p-cetoester 12d havia sido convertido em 13d, os diastereoisdbmeros syn e anti
foram formados numa propor¢do 88:12 respectivamente e 0s excessos enantioméricos foram
maiores que 99% (Entrada 5, Tabela 19).
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Tabela 19. Resultados obtidos na reacédo de biorreducdo do a-metileno-p-cetoéster 9d.

O O O O OH O OH O
S. cerevisiae
o~ > cerevisiae o~ o~ o+ . o
pH: 6.6 H
OyN O5N OyN

2 9d 2 12d 2 13d syn O2N 13d anti

13d

Entrada T 9d 12d 13d 13c ' 13dsyn  ee 13d syn anti ee 13d anti
(min) (%) (%) (%) syn:anti (%) (%) (%) (%)
1 30 0 42,6 57,4 87:13 49,9 >99 7,5 >99
2 60 0 36,9 63,1 89:11 56,2 >99 6,9 >99
3 120 0 26,1 73,9 90:10 66,5 >99 74 >99
4 240 0 14,3 85,7 84:16 72,0 >99 13,7 >99
5 360 0 0 100 88:12 88,0 >99 12,0 >99

O estudo cinético da reducdo de 9d mediada por S. cerevisiae é apresentado na Figura
11. Observamos o consumo do material de partida 9d, a formac&o e posterior consumo do a-
metil-B-cetoéster 12d e a formacdo dos diastereoisdmeros 13d syn e 13d anti com o decorrer

do tempo reacional.
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Figura 11. Estudo cinético da reducdo de 9d mediada por Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: o autor.

Em todas as reagdes de biorredugéo se observou inicialmente a redugéo da ligagéo dupla
C=C. Sabe-se que cetonas a,B-insaturadas sao geralmente reduzidas em duas etapas: primeiro
a reducdo da ligacdo dupla C=C seguida por uma etapa lenta de redugédo da carbonila. Somente
em casos raros, quando a ressonancia das cetonas a,p-insaturadas € desestabilizada por grupos
retiradores de elétrons (principalmente halogénios) ligados a ligagcdo dupla, ocorre a reducdo da
carbonila em primeiro lugar (PAULA et al., 2013).
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A enoato redutase responsavel pela reducéo da ligacdo dupla C=C presente na levedura
S. cerevisiae pertence a familia de enzimas old yellow enzyme (EC 1.6.99.1). O mecanismo
proposto para a reducéo da ligacdo C=C pela enzima envolve uma reacdo de Michael, o grupo
prostético flavina (FMNHy>), na sua forma reduzida, adiciona um hidreto no carbono 3 ao grupo
retirador de elétrons. O anion resultante abstrai um préton de um residuo de tirosina presente
no sitio ativo da enzima. Como resultado, ocorre uma reacdo geral de trans-hidrogenacéo
(HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

Esquema 36. Mecanismo simplificado proposto para a reducéo de ligagdo C=C por enzimas enoato redutases.

E—Tyr

Z-3
ol
4
T %
o

R1/,,/A = NH2
‘/\Rs o |

+
GRE N

GRE: grupo retirador de elétrons

Fonte: Adaptado de Hollmann e colaboradores (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

A biorreducdo dos o-metil-pB-cetoésteres (12a - d) leva a formagdo dos produtos
diastereoisoméricos syn e anti. Devido ao centro estereogénico na posi¢do o da carbonila
cetbnica possuir um hidrogénio acido, os produtos 12a - d podem existir na forma de um
tautomerismo ceto-endlico, levando a uma rapida racemizacao in situ, como demonstrado no

Esquema 37.

Esquema 37. Representacéo da racemizagdo do centro estereogénico dos a-metil-3-cetoésteres.
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Essa racemizagdo in situ devido a enolizacdo dos compostos 12a - 12d, leva a uma
resolucdo cinética dindmica. Assim a proporcdo entre os produtos diastereoméricos syn:anti
ndo é de 1: 1, mas é determinada pelas seletividades das enzimas envolvidas no processo de
reducdo (DEOL; RIDLEY; SIMPSON, 1976). Sob condicdes ideais, pode até chegar a 100:0
(FABER, 2000).

A reducdo dos a-metil-B-cetoesteres (12a - d), foi observado para os a-metil-p-
hidroxiéster 9b, 9c e 9d. Os a-metil-B-hidroxiésteres (13a, 13c e 13d) foram obtidos com boas
razdes syn/anti para todos os produtos, com predominancia do diasteroisdmero syn sobre o anti,
além de elevados excessos enantioméricos para ambos diastereoisémeros.

E conhecido que na biorreducéo de B-cetoésteres-o-monossubstituidos, onde os grupos
substituintes em o sdo pequenos observa-se o predominio da formacéao do diastereoisdmero syn.
A diastereosseletividade € invertida quando 0s grupos substituintes em o sdo maiores.
Independentemente do tamanho do substituinte em o, a seletividade para o novo centro
estereogénico formado (alcool secundario) é sempre muito alta e a configuragcdo absoluta é
determinada pela regra de Prelog.

Essas observacdes levaram Faber (FABER, 2000) a propor um modelo para prever a
diastereosseletividade em redugdes biocataliticas de [-cetoésteres-a-substituidos por S.
cerevisiae (Figura 12). Quando os grupos substituintes em o sdo menores do que 0 grupo
COOMe, os mesmos se encaixam no bolsdo pequeno (P), e o grupo COOMe ocupa o0 bolséo
grande (G), o diastereocisdbmero formado serd o syn. O modelo indica que quanto maior a
diferenga entre o tamanho do substituinte na posi¢ao a (pequeno) e o grupo COOMe (grande),
maior a preferéncia pelo produto syn. Se o substituinte em a € o grupo COOMe possuirem o
mesmo tamanho, a preferéncia deixa de existir, e se o substituinte em o for maior que o grupo
COOMe, a preferéncia é invertida. A seletividade variavel é explicada pela presenca de

maultiplas desidrogenases com diferentes especificidades nas células da levedura S. cerevisiae.

(H7]

|
} = @
Z e\

P = Pequeno
G = Grande

Figura 12. Representacdo do modelo para predicdo da diastereosseletividade mediada por S. cerevisiae.
Fonte: Adaptado de Faber. (FABER, 2000)
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Dessa forma, propde-se uma sequéncia reacional para a redugdo biocatalitica dos a-
metileno-B-cetoésteres pela levedura S. cerevisiae (Esquema 38). Inicialmente (Etapa 1,
Esquema 38), ocorre a redugao da ligagao C=C fornecendo os a-metil-p-cetoésteres, que podem
sofrer uma racemizagdo da metila na posi¢do a em razao de um equilibrio ceto-endlico (Etapa
2, Esquema 38). Em seguida, tem-se a reducdo da ligacdo C=0 pela face re, que resulta em um
alto excesso enantiomérico, como ja relatado para redugdes de cetonas aromaéticas por S.
cerevisiae (Etapa 3, Esquema 38). A racemizacao resultante da Etapa 2, promove uma resolucéo
cinética dinamica, que leva a uma boa diastereosseletividade dos produtos obtidos. Podemos
afirmar que a velocidade de formacdo dos produtos syn é superior & velocidade de formacéo
dos produtos anti. Entdo sugere-se que o composto 12° seja consumido mais rapidamente, e que
o0 equilibrio representado no Esquema 38 esta deslocado para esquerda, ou seja ki e k2 > k.1 e
k2.
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Esquema 38. Mecanismo proposto para a seletividade na redugéo dos a-metileno-p-cetoésteres (9a — 9d) pela
levedura Saccharomyces cerevisiae.

k3 k5 k4 kG

OH O OH O OH O QH O
MO/ MO/ /@J\:)J\O/ /@/\E)‘\O/
R 13 syn R 13 anti R “13'anti R T3 syn

De maneira geral, podemos concluir que a levedura S. cerevisiae foi capaz de reduzir os

a-metileno-B-cetoésteres a a-metil-p-hidroxiésteres com alta diastereo- e enantiosseletividade.
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2.5 CONCLUSOES

Os a-metil-B-hidroxiésteres sdo compostos importantes para a sintese organica
assimétrica, onde séo aplicados como blocos construtores para a sintese de diversos compostos
com diferentes atividades bioldgicas e farmacoldgicas. Nesse contexto, existe um grande
interesse na busca por métodos convenientes e altamente seletivos para sua sintese. Neste
trabalho, a rota sintética utilizada para a obtengdo dos substratos a-metileno-p-cetoésteres
consistiu na obten¢ao dos o-metileno-p-hidroxiésteres através da reacdo de Morita-Baylis-
Hillman (rendimentos de 64 a 96%), seguida por uma reacdo de oxidacdo utilizando IBX
(rendimentos de 88 a 95%).

Os a-metileno-B-hidroxiésteres produtos da primeira etapa da rota sintética proposta sao
importantes intermediarios sintéticos na producéo de diversos compostos bioativos. O interesse
na sintese assimétrica desses compostos é crescente. Neste contexto, estudamos neste trabalho
a aplicacdo da Biocatalise na reacdo de Morita-Baylis-Hillman com o intuito de se obter a-
metileno-B-hidroxiésteres de maneira enantiosseletiva, porém ndo encontramos um novo
biocatalisador capaz de catalisar a reacdo de Morita-Baylis-Hillman nas condicdes testadas para
as reacdes modelo escolhidas.

Adicionalmente realizamos o estudo da resolugdo cinética enzimatica dos a-metileno-
B-hidroxiésteres utilizando a lipase de Burkholderia cepacia (BCL), no entanto nas condicGes
reacionais testadas ndo foi observada a catalise enzimatica.

Apresentamos também o estudo de triagem enzimatica a fim de se avaliar o potencial e
70 micro-organismos da colecdo do grupo Milagre para reacfes de oxidagdo (&lcool
desidrogenases), reducdo (enoato redutases) e hidrolise (hidrolases) dos a-metileno-f3-
hidroxiésteres. Os micro-organismos testados ndo foram capazes de converter os substratos, e
dessa forma ndo se observou nenhum hit positivo na triagem enzimatica.

Os substratos a-metileno-p-cetoésteres foram submetidos a reacdo de biorreducao
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae. Os a-metil-B-hidroxiesteres foram obtidos
com conversdes de 66 a 99%, diastereosseletividade de até 91:9 e excessos enantioméricos
maiores que 99% para todos os diastereoisdmeros. Os tempos reacionais variaram de 6 a 48
horas de acordo com o substituinte no anel aromatico. De maneira geral, podemos concluir que
a levedura S. cerevisiae foi capaz de reduzir os o-metileno-p-cetoésteres a o-metil-p-

hidroxiésteres com alta diastereo- e enantiosseletividade.
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Capitulo 3. Sintese multicomponente one-pot de 4-tiazolidinonas

3.1 RESUMO

As 4-tiazolidinonas sdo um importante ndcleo heterociclico presente em diversos
compostos biologicamente e farmacologicamente ativos. Portanto, ha um grande interesse no
desenvolvimento de metodologias adequadas para sintetiza-lo. A eficiéncia das reacGes
multicomponentes combinadas com os aspectos sustentaveis da Biocatalise foram empregadas
na sintese desta classe de compostos. Uma colecdo de células microbianas, enzimas isoladas e
a albumina de soro bovino foram triados para atividades cataliticas nesta reacao. A influéncia
do solvente, a relacdo estequiométrica dos substratos e os substituintes no anel aromatico dos
aldeidos também foram avaliados. Em relagdo a proporcdo estequiométrica de substratos 0s
melhores resultados foram observados quando se utilizou uma proporc¢édo de 1: 1: 3 de aldeido:
amina: acido carboxilico. O estudo da influéncia do solvente mostrou que os melhores
resultados foram observados quando o diclorometano foi utilizado. A relagdo entre o
substituinte do anel aromatico dos aldeidos e a taxa de reacdo ndo foi definida ja que as
conversdes variaram com os diferentes biocatalisadores testados. De maneira geral as 4-
tiazolidinonas foram obtidas com rendimentos bons a moderados (52 a 69%), sob condicdes de

reacao suaves.
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3.2 INTRODUCAO

O design, sintese e producdo de novas moléculas heterociclicas como agentes
terapéuticos sdo objetivos importantes da quimica orgéanica e medicinal. Uma consideravel
quantidade de farmacos e moléculas biologicamente ativas sdo compostos heterociclicos. Entre
os sistemas heterociclicos, uma importante classe, a classe das 4-tiazolidinonas, é composta por
moléculas que apresentam anéis de cinco membros, com dois heteroatomos, esses nucleos estao
presentes em inumeras moléculas bioativas (SALIAN; NARAYANA; SAROJINI, 2017).

As 4-tiazolidinonas sdo derivados da tiazolidina, forma saturada do grupo tiazol, com
um grupo carbonila na posicéo 4, também possuem um atomo de enxofre na posicdo 1 e um

nitrogénio na posic¢do 3 (Esquema 39).

Esquema 39. Nucleos tiazol (1), tiazolidina (I1), 4-tiazolidinonas (l11).

N° N O N
| f 3
{3e o vl
1 1 1
@ I (I

No passado, as 4-tiazolidinonas e seus derivados provocaram fascinio nos quimicos
medicinais e se tornaram um grupo importante de compostos heterociclicos de enorme interesse
devido as suas diversas aplicacdes em quimica medicinal. As 4-tiazolidinonas foram inclusive
consideradas como um nucleo méagico (ou nicleo maravilhoso) por apresentar quase todos 0s
tipos de potenciais bioldgicos (GUPTA, 2016). Esse nucleo exibe uma vasta gama de atividades
bioldgicas e farmacologicas, tais como antitumoral, antiproliferativo, anti-inflamatérios,
antiviral, anticonvulsivante, cardiovascular, AINEs (farmacos anti-inflamatérios néo-
esteroides), antidiabético, anti-hiperlipidémico, antimicrobiana, antituberculose e
antiparasitaria. Compostos como ralitolina (anticonvulsivo), etozolina (anti-hipertensivo),
pioglitazona (hipoglicémico) e tiazolidomicina (antibiético) com base neste grupo
farmacofdrico ja estdo no mercado (Esquema 40) (TRIPATHI et al., 2014). Além disso, 0s
derivados das 4-tiazolidinonas também s@o precursores quimicamente importantes para a
sintese de varios compostos bioativos Uteis, tais como derivados de pirazolotazol, monofluoro
B-lactamas e corantes de polimetina e cianina (PRASAD; PREETAM; NATH, 2012).
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Esquema 40. Atividade biol6gica das 4-tiazolidinonas.
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N Tiazolidomicina
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Pioglitazona
(hipoglicémico)

Portanto, o interesse em desenvolver metodologias sintéticas para estes compostos
ganhou grande atencdo de inumeros pesquisadores desde o inicio da década de 60 (BROWN,
1961; EL AZAB; ABDEL-HAFEZ, 2015; HU et al., 2013; PRASAD; PREETAM; NATH,
2012; RAWAL et al., 2004; SRIVASTAVA; HAQ; KATTI, 2002; UNSAL-TAN et al., 2012).

As principais rotas sintéticas para a obtencéo das 4-tiazolidinonas envolvem uma reacéo
entre trés componentes, um aldeido, uma amina e o acido tioglicélico, quer em um processo
gue envolva uma ou duas etapas.

O mecanismo proposto envolve inicialmente a formacao de uma imina (base de Schiff),
em uma segunda etapa o par de elétrons do atomo de enxofre do acido tioglicolico realiza um
ataque nucleofilico na imina, seguida pela terceira etapa, uma cicliza¢do intramolecular com a
eliminacdo de uma molécula de agua para a obtencdo do produto desejado (Esquema 41)
(BOLOGNESE et al., 2004).
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Esquema 41. Mecanismo proposto para a sintese das 4-tiazolidinonas.
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o

Acredita-se que a Ultima etapa, ou seja, a eliminacdo da molécula de 4gua seja a etapa

determinante da velocidade da rea¢do, sendo assim uma etapa essencial para a obtencgéo das 4-
tiazolidinonas com altos rendimentos. Logo, vérias estratégias foram desenvolvidas para que
as moléculas de agua eliminadas sejam removidas durante a reacdo de modo a se obter um
maior rendimento do produto desejado. Dentre as estratégias desenvolvidas, a abordagem mais
comum para a remocdo da &gua do meio reacional envolve uma destilacdo azeotrdpica
utilizando um Dean Stark e benzeno ou tolueno como solventes da reacdo (PRASAD;
PREETAM; NATH, 2012). De forma alternativa, varios agentes secantes, tais como peneiras
moleculares, sulfato de sodio anidro (HOLMES et al., 1995), agentes desidratantes como N,N-
dicicloexilcarbodiimida (DCC) (SRIVASTAVA; HAQ; KATTI, 2002), e o hexafluorofosfato
de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurbnico (HBTU) (RAWAL et al.,, 2004) e
catalisadores do tipo acidos de Lewis, como cloreto de zinco anidro (ZnCl>) e cloreto de estanho
(SnCl,) também foram utilizados como metodologias para a obtencéo de 4-tiazolidinonas com
alto rendimentos (PRASAD; PREETAM; NATH, 2012).

Entretanto, a maioria dessas estratégias sintéticas estd associada a uma série de
desvantagens, que incluem o uso de solventes perigosos, catalisadores de alto custo, condicdes
de reacOes adversas, como altas temperaturas, procedimentos de work-up complexos e a
formagéo de subprodutos toxicos.

Dessa maneira, surge a necessidade do desenvolvimento de protocolos sintéticos
sustentaveis, simples, econémicos e mais eficientes para a sintese de 4-tiazolidinonas.

Diante do cenario apresentado, as rea¢fes multicomponentes (MCR) tornaram-se uma
das estratégias mais promissoras para alcancar essa nova demanda (ALVIM; SILVA JUNIOR;
NETO, 2014; DE GRAAFF; RUNTER; ORRU, 2012; HULME; GORE, 2003; SYAMALA,
2009; van der HEIJDEN; RUIJTER; ORRU, 2013).
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Reacdes multicomponentes (MCR - Multicomponent Reactions) séo aquelas nas quais
0 produto é formado a partir da combinacdo de trés ou mais reagentes, com adi¢do simultanea
dos mesmos em uma Unica operacdo, no mesmo frasco reacional (one-pot) e, principalmente,

com incorporacgéo de todos os reagentes no esqueleto carbonico do produto (Figura 13).

Figura 13. Reagdo one-pot multicomponente.
Fonte: O autor.

O conceito de MCR ndo é recente. Pelo contrario, a primeira MCR data de 1850 e
corresponde a sintese de Strecker para a produgido de a-aminoacidos a partir de a-aminocianetos
(DOMLING; UGI, 2000). Entretanto, o interesse pelas MCR ressurgiu nas ultimas duas
décadas como uma fonte promissora para diversidade molecular uma vez que apresentam maior
eficiéncia quando comparadas as estratégias divergentes classicas, ndo apenas pelos aspectos
intrinsecos da reacdo como elevada eficiéncia atdmica, seletividade, baixos niveis de formagédo
de subprodutos, mas também devido aos aspectos extrinsecos como procedimentos e
equipamentos mais simples, menores custos operacionais, menor consumo de solventes, tempo
e energia além de aspectos ambientais mais amigaveis (BIGGS-HOUCK; YOUNAI; SHAW,
2010; RAMON; YUS, 2005).

As primeiras MCR foram realizadas em suas versfes nao cataliticas, recentemente, 0s
esforcos na busca de catalisadores adequados para as MCR foram intensificados. Como o
controle estereoquimico das MCR é baixo e muito adutos apresentam elevada atividade
biolégica mesmo na forma de misturas racémicas, o desenvolvimento das versdes assimétricas
tem sido sub-explorado deixando em aberto um longo caminho a ser percorrido. A Biocatalise
surge nesse contexto como uma metodologia interessante para a versao assimétrica das MCR,
atualmente j& existem diversos relatos na literatura da combinacdo de sucesso dessas duas
estrategias sinteticas.

Nesse contexto, a reacdo one-pot tricomponente entre aldeidos, aminas e o &cido
tioglicolico tem sido amplamente explorada na sintese de 4-tiazolidinonas. Acompanhando a

tendéncia de metodologias sintéticas mais sustentaveis a Biocatalise se apresenta como uma
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tecnologia que desempenha um papel central no contexto de Quimica verde. No entanto, ainda
existem poucos exemplos na literatura em que as MCRs e a Biocatélise sdo combinadas para
sintese de 4-tiazodinonas e seus derivados (PRATAP et al., 2011; ZHENG et al., 2013).
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3.3 OBJETIVOS
331 Objetivo geral

Realizar a sintese de 4-tiazolidinonas utilizando uma reagdo multicomponente entre um

aldeido, a anilina e o &cido tioglicélico, combinada com biocatalisadores.

Esquema 42. Metodologia proposta para a sintese de 4-tiazolidinonas.
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\\14c R =OCHj3 0 // 17¢ R = OCHj4 18aR = NO,
18b R=ClI
. JPr 18¢ R = OCHs

3.3.2 Objetivos especificos

1. Realizar ensaios de triagens enziméticas em micro-organismos de uma cole¢do de
leveduras isoladas de insetos sociais, de enzimas comercialmente disponiveis e da
albumina de soro bovino (BSA) afim de expandir o nimero de biocatalisadores
disponiveis para essa transformacéo quimica.

2. Auvaliar a influéncia do solvente, a relacdo estequiométrica dos substratos e 0s
substituintes no anel aromatico dos aldeidos.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 4-tiazolidinonas foram sintetizadas a partir de uma reacdo multicomponente entre
um aldeido, a anilina e o acido tioglicélico (Esquema 43).

Esquema 43. Sintese multicomponente de 4-tiazolidinonas.
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A reacdo modelo escolhida foi a reacdo entre o 4-nitrobenzaldeido, a anilina e o &cido
tioglicolico. Numa primeira etapa, foram realizadas reacGes testes para uma otimizacdo das
condicdes reacionais, onde foram avaliadas a propor¢do estequiométrica dos reagentes e o
solvente.

A reacdo modelo foi realizada inicialmente em uma proporcédo estequiométrica de 1: 1:
1 de aldeido: amina: &cido carboxilico, na presenca da levedura S. cerevisiae, em CH2Cl; a
35°C, 700 rpm durante 40 h. Observou-se uma conversao de 70% para a 4-tiazolidinona 18a
desejada. Ao mudar a proporcao estequiométrica de substratos a partirde 1: 1: 1 a 1: 1: 3, a
taxa de conversdo foi aumentada para 85%. Dessa forma, a proporc¢édo de 1: 1: 3 foi a utilizada
nas reacoes de triagem dos biocatalisadores.

Usualmente as reacOes biocataliticas sdo realizadas em sistemas aquosos tamponados.
No entanto, os materiais de partida p-nitrobenzaldeido e anilina sdo muito pouco sollveis em
aguae, além disso, € bem conhecido que a 4gua afeta negativamente esta reacdo. Para contornar
este problema, foram avaliados trés sistemas solventes organicos: CH2Cl,, THF e

polietilenoglicol (PEG) 400. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20. Otimizagdo do solvente na sintese de 4-tiazolidinonas.

Entrada Solvente  Catalisador Conversao Conversao
17a (%)? 18a (%0)?
- 77 13
1 PEG o
S. cerevisiae 81 15
- 45 7
2 THF o
S. cerevisiae 67 8
- 35 40
3 CHCl, o
S. cerevisiae 30 65

CondigOes experimentais: p-nitrobenzaldeido (0,2 mmol), anilina (0,2 mmol) e &cido tioglicélico (0,6 mmol), biocatalisador
(40 mg), solvente (1 mL), 700 rpm, 35 °C, 24 h. 2analise de CG-FID.

O PEG 400 é uma opc¢do atrativa de solvente verde devido a algumas de suas
caracteristicas como ndo ser toxico nem volatil e sua estabilidade ao ar e a humidade. Os
resultados obtidos na sintese multicomponente utilizando PEG 400 como solvente verde
alternativo foram insatisfatdrios, observou-se que a reacdo de ciclocondensacdo da base de
Schiff ndo foi favorecida (Entrada 1, Tabela 20). O mesmo foi observado quando o solvente
utilizado foi o THF (Entrada 2, Tabela 20). Quando se utilizou o diclorometano como solvente,
a 4-tiazolidinona desejada 18a, foi obtida com um bom rendimento (Entrada 3, Tabela 20).

Surpreendentemente, na condi¢do ndo catalisada (experimento branco) foi observada
uma conversdo de 40% de 18a (Entrada 3, Tabela 20). Dessa forma, decidiu-se investigar
adicionalmente a influéncia do catalisador na reacdo de sintese das 4-tiazolidinonas. Portanto,
realizou-se um experimento no qual o p-nitrobenzaldeido e a anilina (1: 1) em CH.Cl; a 35°C,
sem biocatalisador, foram agitados durante 24 h e foi observada uma conversdo de 80% para a
base de Schiff 17a.

Os resultados obtidos revelaram que os biocatalisadores ndo desempenham um papel
significativo na formacdo da base de Schiff. No entanto, eles catalisam a reacédo de ciclizacao.

Apbds a otimizacdo das condicGes reacionais, foi realizada uma triagem de
biocatalisadores e o estudo do escopo do substrato (aldeido). Foram utilizados diferentes
biocatalisadores, algumas lipases comercialmente disponiveis, a BSA, a levedura S. cerevisiae
e dois micro-organismos (Candida shehatae var. insectosa e N12AP2) que foram triados pelo
grupo e apresentam alta atividade para hidrolases. Os dois micro-organismos pertencem a
colecdo de micro-organismos do grupo CEIS (Centro de Estudos de Insetos Sociais) do Instituto
de Biociéncias da UNESP-Rio Claro, e foram fornecidos pelo Prof. Dr. Fernando Pagnocca. Os

mesmos foram isolados de insetos sociais e de reservatdrio de agua de bromélias, sendo
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utilizados na forma de células inteiras liofilizadas. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 21.

Tabela 21. Sintese multicomponente de 4-tiazolidinonas com diferentes biocatalisadores.

Entrada Biocatalisador Produto Converséo 18a — ¢ (%)

18a 55

1 Lipase CALB-L 18b 69
18¢ 65

18a 67

2 Novozym 435 18b 54
18¢c 52

18a 63

3 BSA 18b 60
18c 66

18a 64

4 S. cerevisiae Type Il 18b 62
18¢ 65

18a 69

Candida shehatae var.
_ 18b 64
insectosa

18c 56

18a 61

6 N12AP2 18b 66
18¢ 67

Condicoes experimentais: aldeido (0,2 mmol), anilina (0,2 mmol) e acido tioglicdlico (0,6 mmol), diclorometano (1 mL),
biocatalisadores: Novozyme 435 (5 mg); Lipase CALB-L (5 puL); BSA (5 mg); células inteiras liofilizadas (40 mg); 700 rpm,
35°C, 24 h. @analise de CG-FID.

Com relagdo ao p-nitrobenzaldeido os melhores resultados foram obtidos com a lipase
comercial Novozym 435 (Entrada 2, Tabela 21) e com 0 micro-organismo Candida shehatae
var. insectosa (Entrada 5, Tabela 21). Para o 4-clorobenzaldeido os melhores resultados foram
obtidos quando se utilizou a lipase CALB-L (Entrada 1, Tabela 21) e o micro-organismo
N12AP2 (Entrada 6, Tabela 21). Os melhores resultados para a reagdo com o anisaldeido foram
obtidos quando se utilizou o micro-organismo N12AP2 (Entrada 6, Tabela 21) e a BSA
(Entrada 3, Tabela 21).
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Para todos os aldeidos testados foi observada uma taxa de conversdo para as 4-
tiazolidinonas 18a-18c de aproximadamente 40% nas reag0es sem o uso do biocatalisador. No
entanto, a taxa de conversdo dos produtos desejados aumentou em 15-20% quando 0s
biocatalisadores foram utilizados (Tabela 21). A lipase comercial Novozyme 435 teve uma
ligeira preferéncia pela reagéo de ciclizagdo do intermediario contendo aldeido 14a. Por outro
lado, a lipase CALB-L mostrou preferéncia para os aldeidos 14b e 14c e o micro-organismo
Candida shehatae var. insectosa para os aldeidos 14a e 14b. Nenhuma especificidade de
substrato foi observada para os micro-organismos S. cerevisiae e N12AP2, e para a BSA.
Existem na literatura propostas mecanisticas envolvendo uma catalise por lipase na reacdo de
sintese da 4-tiazolidinonas (PRATAP et al., 2011). Porém os resultados observados com BSA
e a falta de especificidade do substrato para essa reacdo sugerem que uma catalise proteica

também pode ser considerada. (Esquema 44).

Esquema 44. Proposta de mecanismo para a biocatélise na sintese das 4-tiazolidinonas.

Hok

GoH
'O) - . HO, H
/\ > | .
H H N
R H2N R

R

H,N—| BSA

As 2,3-di-substituidas-4-tiazolidinonas podem existir na forma de 4 isbmeros possiveis.
Os isdbmeros geometricos com substituintes 2,3-trans sdo mais estaveis porque nessa
configuracdo o impedimento estérico é minimizado (Esquema 45) (BARONE et al., 2001;
TRIPATHI et al., 2014; VERMA; SARAF, 2008; VIGORITA et al., 1979). Os compostos 18a

e 18c foram obtidos na forma de misturas racémicas, enquanto o composto 18b foi obtido com
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um excesso enantiomérico modesto de 6% para o enantidbmero (2S, 3S)-(-) (CIRILLI et al.,
2010). A falta de enantiosseletividade pode ser racionalizada por uma catélise de proteina em
vez de uma catalise especifica por lipase. Ainda, supomos que ambos 0s enantibmeros 2,3-trans
podem possuir energia torsional e de conformacdo semelhantes e, consequentemente, o ataque
nucleofilico no nitrogénio na etapa de ciclizagdo do intermediario poderia ocorrer em ambas as
faces do carbono carboxilico, conduzindo dessa maneira a uma auséncia de

estereosseletividade.
Esquema 45. Isdmeros geométricos das 2,3-di-substituidas-4-tiazolidinonas.

2wk

2,3-trans 2,3-cis
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3.5 CONCLUSOES

Em sintese, mostramos que os derivados de 2,3-diaril-4-tiazolidinonas podem ser
sintetizados com bons rendimentos utilizando uma reagdo multicomponente entre um aldeido,
a anilina e o &cido tioglicolico combinados com biocatalisadores em meio orgéanico a 35 °C. A
proporcao estequiométrica de substratos que apresentou os melhores resultados foi a proporcéo
de 1: 1: 3 de aldeido: amina: &cido carboxilico. O estudo da influéncia do solvente mostrou que
os melhores resultados foram observados quando o diclorometano foi utilizado. A relacdo entre
0 substituinte do anel aromético dos aldeidos e a taxa de reacdo nédo ficou clara ja que as
conversdes variam com os diferentes biocatalisadores testados.

Os resultados obtidos revelaram que os biocatalisadores ndo desempenharam um papel
significativo na formacdo da base de Schiff, porém observou-se que papel do biocatalisador na
etapa de ciclocondensacéo foi importante.

Por fim foi proposto um mecanismo que sugere uma catalise proteica, afim de explicar
a baixa especificidade do substrato e auséncia de enantiosseletividade observadas.

De maneira geral as 4-tiazolidinonas foram obtidas com rendimentos bons a moderados
(52 a 69%), sob condicGes de reacdo suaves.

Em conclusdo, os resultados apresentados neste capitulo evidenciam as potencialidades
da catélise enzimatica na sintese dos derivados de 2,3-diaril-4-tiazolidinonas e contribuem para
o desenvolvimento de novas metodologias sintéticas mais sustentaveis para a preparacdo dessa

classe de composto de tamanha importancia.
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4. CONCLUSOES GERAIS

No desenvolvimento deste trabalho, foi possivel efetuar biorredugcdes enzimaéticas
quimio- e enantiosseletivas em a-metileno-f-cetoésteres e demonstrar as potencialidades da
catalise enzimatica na sintese dos derivados de 2,3-diaril-4-tiazolidinonas. Ambos substratos
apresentam potencial interesse em sintese organica assimétrica.

No Capitulo 2, apresentamos a obtengdo dos o-metil-B-hidroxiésteres com alta
diastereo- e enantiosseletividades atraves de uma reducgdo biocatalitica utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Os resultados apontados neste capitulo confirmaram as
potencialidades da aplicacdo da Biocatalise e da levedura Saccharomyces cerevisiae na sintese
dos a-metil-p-hidroxiésteres.

No Capitulo 3, mostramos que os derivados de 2,3-diaril-4-tiazolidinonas podem ser
sintetizados com bons rendimentos empregando a eficiéncia das reacdes multicomponentes
combinadas com os aspectos sustentaveis da Biocatalise. Os resultados apresentados neste
capitulo evidenciaram as potencialidades da catalise enzimética na sintese dos derivados de 2,3-
diaril-4-tiazolidinonas e podem contribuir para o desenvolvimento de novas metodologias
sintéticas mais sustentaveis para a preparacao dessa classe de compostos.

De maneira geral, demonstramos com este trabalho que o emprego da Biocatalise
utilizando enzimas isoladas ou células integras € capaz de fornecer alternativas eficientes e
potencialmente quimio- e estereosseletivas para a transformacdo de uma ampla variedade de

compostos organicos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Consideracdes gerais

Reagentes e solventes

Os reagentes foram adquiridos junto a empresa Sigma-Aldrich e utilizados sem

purificacdo prévia. Os solventes foram utilizados em grau PA, HPLC ou ultra-dry.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H)

Os espectros de RMN de *H foram registrados no espectrometro Bruker — Fourier 300
(Bo = 7,05 T), operando a 300,19 MHz. Os deslocamentos quimicos (&) de hidrogénio foram
registrados em ppm utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & = 0,00) e
referéncia externa CDCl3 (6 = 7,26) ou DMSO-ds (6 = 3,30). As constantes de acoplamento (J)
foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais foram caracterizados como: dupleto (d), duplo dupleto

(dd), multipleto (m), simpleto (s), simpleto largo (sl) e tripleto (t).

Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN de 13C)

Os espectros de RMN de 3C foram registrados no espectrémetro Bruker — Fourier 300,
operando a 75,48 MHz. Os sinais de deslocamentos quimicos de carbonos foram registrados

em ppm, sendo ¢ 77,0 para CDCls.

Cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo em chamas (GC-FID)

As analises por CG-FID foram realizadas utilizando-se um cromatografo gasoso modelo
Shimadzu GC-2010 Plus equipado com injetor automatico AOC-20i e acoplado a um detector
de ionizacdo em chamas. O cromatografo operou a um fluxo constante de g&s Ho de 1 mL.min
! temperatura do injetor igual a 260 °C, temperatura do detector igual a 300 °C. Utilizou-se
coluna capilar de silica fundida Restek Rtx®-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, 5% fenil e 95%

dimetilpolisiloxano). As injecoes das amostras foram de 1 pL na concentragao de 0,5 — 1 mg
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mL* no modo splitless. A programacéo utilizada foi 80 °C por 3 minutos, 80 — 280 °C com
rampa de aquecimento a 30 °C.min, e mantidas a 280 °C por 5 minutos.

As analises por GC-FID em fase quiral foram realizadas em um cromatografo gasoso
modelo Agilent 6850 acoplado a um detector de ionizacdo em chamas. O cromatdgrafo operou
a um fluxo constante de gas H. de 1 mL.min, temperatura do injetor igual a 200 °C,
temperatura do detector igual a 220 °C. As injecOes das amostras foram de 1 mL na
concentragéo de 0,5 — 1 mL.min%. As colunas quirais utilizadas foram a coluna Hydrodex® f-
3P fase quiral heptakis-(2,6-di-O-metil-3-O-pentil)-p-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0,25
pum; Macherey-Nagel) e a coluna Lipodex® E fase quiral octakis-(2,6-di-O-pentil-3-O-butiril)-
y-ciclodextrina (28 m x 0,25 mm x 0,25 m).

Os métodos utilizados para a separacdo dos diasteroisdmeros e enantidmeros foram:

e Coluna Hydrodex® B-3P (CHAVES; MORAN; RODRIGUES, 2013)

Método H1: 80°C (5 °C mint), 180°C - 10 min.

Método H2: 150°C - 30 min. (1°C min'), 170°C (10°C min'), 180 °C - 2 min.

e Coluna Lipodex® E (CHAVES; MORAN; RODRIGUES, 2013)
Método L1 120°C (1 °C min't), 150°C (15 °C mint), 180°C - 10 min.
Método L2 150°C (15 °C min't), 180°C - 30 min.

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (GC-MS)

As analises por Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrdmetro de Massas (GC-MS)
foram realizadas utilizando-se um cromatografo gasoso GC/MS — Modelo 7890B — Agilent
acoplado a um espectrémetro de massas Modelo 5977A cuja fonte de ionizacdo por elétrons
opera com energia de ionizacdo a 70 eV. O espectrOmetro de massas operou na faixa de m/z 45-
500. Para GC foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 m, 5% fenil-metilsiloxano). O cromatoégrafo operou com fluxo constante de gas He de 1
mL/min, temperatura do injetor igual a 260 °C e a temperatura da interface igual a 280 °C. As
injecOGes das amostras foram de 1 mL na concentracdo de 0,5 — 1 mg /mL. A programacdo de
temperatura utilizada foi de 3 minutos a 80°C, seguida de rampa de aquecimento 80-280°C a

30°C/min e mantido em 280°C por 3 minutos.
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Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - DC)

As andlises por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram realizadas em
um cromatdgrafo JASCO® com controlador LC-NET 1I/ADC, detector de arranjo fotodiodos
(DAD) modelo MD-2018 PLUS, bomba PU-2086 plus, injetor automatico AS-2055 e detector
de dicroismo circular (DC-2095). As inje¢oes das amostras foram de 10 pL na concentragdo de
1 mg.mL™,

Utilizou-se a coluna Diacel, de silica encapada com celulose ligada a 3,5-
dimetilfenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 pum) e pré-coluna (10 x 4,6 mm, Sum), modelo
Chiralcel OD-H (fase normal). O cromatdgrafo operou em modo isocratico com fase movel
composta por 70% hexano e 30% isopropanol, em um fluxo de 0,7 mL.mint,

Também foi utilizada a coluna Diacel, de silica encapada com celulose ligada a 3,5-
diclorofenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna (10 x 4,6 mm, Spum), modelo
Chiralcel IC (fase normal). O cromatdgrafo operou em modo isocratico com fase movel
composta por 90% hexano e 10% isopropanol, em um fluxo de 1,0 mL.min%,

A temperatura durante as separacdes foi ajustada para 25 °C e a deteccdo de UV foi

realizada a 220 ou 245 nm.

Cromatografia em camada delgada e tubular

As reacdes foram acompanhadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em
cromatoplacas de 20x10 cm da Merck com suporte de aluminio com filme de silica gel 60 Fasa.

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram preparadas
com silica gel da Sigma-Aldrich com 0.75 mm de espessura, sobre placas de vidro de 20 x 20
cm.

As cromatografias em DSC (Dry Silica Colunm) foram realizadas com silica gel 230-
400 mesh da marca Macherey-Nagel, com gradiente de eluicdo hexano/acetato de etila.

A revelagdo dos compostos com grupos cromdforos foi realizada utilizando radiacdo

ultravioleta no comprimento de onda A de 254 nm.
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Espectroscopia no infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrofotdbmetro modelo Thermo Scientific Nicolet iS5, com transformada de Fourier, no
modo Attenuated Total Reflectance (ATR) (4000 a 500 cm™).

Triagem enzimatica dos micro-organismos

Biocatalisadores

Os micro-organismos utilizados na triagem enzimatica sdo micro-organismos isolados
de amostras de solo de diferentes pontos numa area da UNESP - Rio Claro que faz divisa com
a FEENA (Floresta Estadual Edmundo Navarro de Andrade) uma &rea de protecdo ambiental,
cujo solo ndo sofreu acdo antropica. Também foram utilizados micro-organismos isolados de
amostras de solo em diferentes pontos proximos a lagoa de decantacdo de agua de manipueira
da Fecularia Plaza (usina de beneficiamento de mandioca) e de solos de fazenda de plantacGes
de cebolas na regido de S&o José do Rio Pardo - SP. Os citados micro-organismos compdem a
biblioteca de micro-organismos do Grupo Milagre do IQ/UNESP. Também foram utilizados
micro-organismos da Colecdo de Micro-organismos do Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS), fornecidos pelo Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca do Instituto de Biociéncias da
UNESP - Rio Claro.

Armazenamento e preservacdo dos micro-organismos

Os micro-organismos foram repicados continuamente com o auxilio de uma alca
metélica para pegar a amostra de células microbianas da placa de Petri e semear em tubo de
ensaio com meio sélido adequado inclinado. Os tubos semeados foram transferidos para uma
incubadora B.O.D a uma temperatura 6tima de 28 °C e o crescimento dos micro-organismos foi
acompanhado através de inspecdo visual das placas. Apds crescimento os tubos foram
armazenados a 4 °C para uso de rotina.

A preservacdo a curto prazo é de grande importancia durante os estudos, pois 0s micro-
organismos ficam sempre acessiveis para uso imediato. Nesta técnica o manuseio é simples,

ndo requer altos custos para a manutencéo e nem mesmo equipamentos especificos. O objetivo

103



Parte experimental

da preservacao a curto prazo é reduzir o metabolismo dos micro-organismos, para que estes
permanecam viaveis de 3 a 4 meses ap0s 0 armazenamento a 4 °C.

Para a preservacao e armazenamento em médio prazo, 0s micro-organismos foram
preservados em microtubos contendo meio de cultura, sob solucdo aquosa de glicerol a 10% e
armazenados a -20 °C. O glicerol foi utilizado como agente crioprotetor com a funcéo de
impedir a formacéo de cristais de gelo nas células microbianas que podem romper a membrana

celular.

5.2 Procedimento experimental e dados espectroscopicos dos compostos sintetizados

5.2.1 Procedimento geral para sintese dos adutos de MBH
o) (0] OH O
DABCO
+ I — = e
jenlintarnions
1 2
R R 3
3aR=H
R = H, OMe, CI, NO, 3b R = OMe
3cR=Cl
3d R = NO,

O aldeido de partida (5 a 15 mmol - 1 equivalente) foi dissolvido em acrilato de metila
(5 equivalentes) e posteriormente adicionou-se DABCO (0,65 equivalentes). A reacdo
permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e foi monitorada por CCD.
Observou-se o aparecimento de uma mancha mais polar referente ao aduto de MBH. Ao
término da reacgdo, o acrilato de metila foi removido sob pressdo reduzida e o residuo foi
dissolvido em acetato de etila (50 mL). A solucéo foi extraida com agua destilada (2 x 50 mL)
e com solucgdo saturada de NaCl (50 mL). A fase orgéanica foi separada, seca em sulfato de
magnésio anidro e concentrada sob pressao reduzida. O produto bruto foi purificado por DSC.

Quando o aldeido de partida foi o benzaldeido, o produto bruto foi purificado por DSC
(50% Hex/EtOAc). Rendimento: 86%.

Quando o aldeido de partida foi o anisaldeido, o produto bruto foi purificado por DSC
(40% Hex/EtOAc). Rendimento: 64%.

Quando o aldeido de partida foi o 4-clorobenzaldeido, o produto bruto foi purificado
por DSC (60% Hex/EtOAc). Rendimento: 96%.
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Quando o aldeido de partida foi o 4-nitrobenzaldeido, o produto bruto foi purificado
por foi purificado por recristalizacdo. Rendimento: 83%.

Procedimento para a recristalizacdo: o produto bruto foi dissolvido na menor
quantidade possivel de acetato de etila pré-aquecido, em seguida adicionou-se hexano
lentamente até a turvacdo do meio. A mistura foi colocada em geladeira e a cristalizacéo

completa ocorreu apos 3 dias a 8°C.

o o 2-metileno-3-hidroxi-3-fenilpropanoato de metila 3a: Tempo reacional: 18
"N 07 dias: Rendimento: 86%:. FM CiiHi120s: MM 192,2; Caracteristica: 6leo
e viscoso incolor; 1V (ATR) vimax (cm™2): 3422, 3030, 2953, 1708, 1628, 1438,

1271, 1146, 1039, 699; EM m/z (%): 192 (M), 160 (43), 132 (59), 105 (100), 77 (40), 55 (16);
RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) 3: 7.40 — 7.29 (m, 5H, H-5 — H-9), 6.35 (s, 1H, H-11), 5.83
(s, 1H, H-11), 5.57 (s, 1H, H-3), 3.73 (s, 3H, H-10). RMN de *C (75,48 MHz, CDCl3) & 166.9,
159.4, 142.3, 133.6, 128.0, 125.8, 114.0, 73.0, 55.4, 52.1.

ot o 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 3b:
Y o’ Tempo reacional: 30 dias; Rendimento: 64%;. FM Ci2H1404; MM
5 e ) 222,2; Caracteristica: sélido branco; PF: 60 — 63 °C; IV (ATR) vmax

(cm™): 3342, 3001, 2950, 2833, 1712, 1627, 1510, 1256, 1147, 1018, 830, 813, 577; EM m/z

(%): 222 (M), 190 (19), 162 (16), 135 (100), 108 (59), 94 (16), 77 (19): RMN de 'H (300,19
MHz, CDCls) &: 7.30 — 7.25 (m, 2H, H-6 & H-8), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-5 e H-9), 6.31 (s,
1H, H-11), 5.83 (s, 1H, H-11), 5.52 (5, 1H, H-3), 3.79 (s, 3H, H-14), 3.71 (s, 3H, H-10). RMN
de 13C (75,48 MHz, CDCl3) & 167.0, 159.4, 142.3, 133.6, 128.0, 125.8, 114.0, 73.0, 55.4, 52.1.

oh o 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 3c: Tempo
’ o reacional: 7 dias; Rendimento: 96%;. FM C11H11ClOs; MM 226,6;
o h Caracteristica: 6leo viscoso amarelado; 1V (ATR) vmax (cm™): 3442,

3001, 1708, 1629, 1438, 1272, 1146, 1038, 698; EM m/z (%): 226 (M), 194 (30), 166 (57),
141 (51), 139 (100), 115 (21), 77 (54); RMN de H (300,19 MHz, CDCls) 3: 7.32 (s, 4H, H-5
~ H-9), 6.34 (s, 1H, H-11), 5.83 (s, 1H, H-11), 5,53 (d, J = 5.3 Hz, 1H, H-3), 3.73 (s, 3H, H-
10), 3.10 (d, J = 5.3 Hz, 1H, H-12). RMN de 13C (75,48 MHz, CDCls) 5 166.8, 141.7, 139.9,
133.7, 128.7, 128.1, 126.6, 72.9, 52.2.
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o2y 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 3d: Tempo
76 Nrio " reacional: 4 horas; Rendimento: 83%;. FM C11H11NOs; MM 237,2;
ONTNT Caracteristica: solido amarelo; PF: 71 — 73 °C; IV (ATR) vmax (cm™):

3422, 3030, 2953, 1708, 1628, 1438, 1271, 1146, 1039, 699; EM m/z (%): 237 (M), 236 (20),
220 (61), 205 (45), 190 (25), 177 (100), 160 (20), 150 (91), 77 (30), 55 (23); RMN de H
(300,19 MHz, CDCls) 8: 8.21 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-6 & H-8), 7.58 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-5 e H-
9), 6.40 (s, 1H, H-11), 5.87 (s, 1H, H-11), 5.63 (s, 1H, H-3), 3.75 (s, 3H, H-10). RMN de 13C
(75,48 MHz, CDCls) § 166.5, 148.7, 147.6, 141.0, 127.5, 123.8, 73.0, 52.4.

522 Procedimento geral para a sintese dos compostos acetilados (6a — 6d)

0
OH O )J\o o}

AC2O
H,SO,4 (10 mol%
R 2504 ( 0) R

3aR=H ta. 6aR = H
3b R = OMe 6b R = OMe
3cR=Cl 6c R=ClI
3d R=NO, 6d R = NO,

A uma mistura do aduto de MBH (3a — 3d) (0,22 mmol, 50 mg) e anidrido acético (10
equivalentes, 2 mmol, 230 uL), adicionou-se &cido sulfarico concentrado (0,1 equivalentes,
0,02 mmol, 1 uL). A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 5
minutos. Ao término da reacdo, adicionou-se 2 mL de uma solu¢do de NaOH 2M. A mistura
resultante foi extraida com acetato de etila (3x 10 ml) e a combinacgdo dos extratos lavados com
solucdo de 10% ag. NaHCO3 (3x 10 ml). A fase orgénica foi seca sob sulfato de magnésio
anidro. Apés filtracdo e concentracdo do solvente, o produto bruto foi submetido a purificacdo

por placa preparativa.
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i 2-metileno-3-acetoxi-3-fenilpropanoato de metila 6a: Tempo reacional: 5
- fc: 2 i o minutos; Rendimento: 75%; FM Ci3H1404; MM 234,3; Caracteristica:
! o 1 6leo incolor; RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) 6: 7.40 — 7.30 (m, 5H, H-5

— H-9), 6.68 (s, 1H, H-11), 6.40 (s, 1H, H-11), 5.86 (s, 1H, H-3), 3.71 (s, 3H, H-10), 2.11 (s,
3H, H-13). RMN de 1C (75,48 MHz, CDCls) &: 169.6, 165.6, 139.8, 137.9, 128.6, 128.5,
127.8,125.9, 73.2, 52.1, 21.2.

Q 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato  de metila 6b:

s Aah2 - Tempo reacional: 5 minutos; Rendimento: 55%; FM CisH1s0s; MM

oy 264,3; Caracteristica: 6leo incolor; EM m/z (%): 264 (MJ-F), 221 (50),
189 (100), 190 (30), 173 (10), 161 (25), 145(33); RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) 6 7.31 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.63 (s, 1H, H-11), 6.38 (s, 1H, H-11), 5.87 (s, 1H),
3.80 (s, 3H, H-15), 3.70 (s, 3H, H-10), 2.09 (s, 3H, H-13). RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls)

6 169.7, 165.6, 159.8, 139.8, 129.9, 129.3, 125.3, 114.0, 73.0, 55.4, 52.1, 21.3.

o 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 6¢: Tempo
10 reacional: 5 minutos; Rendimento: 86%; FM C13H13ClO4; MM 268,7;
cl Caracteristica: 6leo amarelo claro; EM (ESI-MS(/MS)) [M+H]" m/z
269 FZMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) § 7.31 (s, 4H, H-5 — H-9), 6.63 (s, 1H, H-11), 6.40 (s,
1H, H-11), 5.89 (s, 1H, H-3), 3.71 (s, 3H, H-10), 2.10 (s, 3H, H-13).

-
1

N o
(&)
IS
©
w
= N
(o]

j\ 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 6d: Tempo
6 3 142(: 2 C: _nreacional: 5 minutos; Rendimento: 95%; FM Ci3H13NOs; MM 279,2;
02N7 o 1 Caracteristica: 6leo amarelo claro; EM m/z (%): 248 (13), 236 (100),

220 (86), 204 (84), 188 (80), 177 (31), 150 (96), 134 (38), 115 (37); RMN
de 'H (300,19 MHz, CDCls) 8: 8.21 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.72 (s, 1H,
H-11), 6.47 (s, 1H, H-11), 5.98 (s, 1H, H-3), 3.73 (s, 3H, H-10), 2.15 (s, 3H, H-13). RMN de
13C (75,48 MHz, CDCls) 5: 169.3, 165.1, 147.9, 145.2, 138.7, 128.6, 127.0, 123.9, 72.3, 52.4,
21.1.
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523 Procedimento geral para a sintese do &cido 2-iodoxi-benzéico (IBX)
| O, OH
©i + KBrO; 2.0MH,SO4 I\O
COOH 65°C, 2.5 h
o)

A um bal&o de 50mL de duas bocas adicionou-se uma solucdo 2,0M de H2SO4 (18,75
mL) e KBrOsz (11 mmol, 2 g). A solucdo resultante foi posta em agitacdo magnética e sob
aquecimento a 70 °C. Apds a temperatura se estabilizar foi adicionado o acido iodobenzdico (8
mmol, 2 g) na reacdo. A adicao foi feita aos poucos e durou aproximadamente 40 min. A adicéo
do &cido iodobenzoico libera Bre..

A solugéo se tornou alaranjada, assim como a atmosfera dentro do bal&o, observou-se a
formacéo de um solido branco.

Depois de completa a adi¢do do &cido iodobenzoico, a reacdo foi aquecida a 75 °C. A
mistura reacional foi mantida sob aquecimento e agitagdo por 2,5 horas. Apos 2,5 horas a reacdo
foi resfriada em um banho de gelo e entéo foi filtrada em um funil de Buncher. O sélido branco
foi lavado com &gua deionizada gelada, com etanol absoluto gelado e por fim com acetona P.A.

gelada.

» O ow acido 2-iodoxi-benzdico: Tempo reacional: 2,5 horas; Rendimento: 95%;. FM
s C7Hs104; MM 280,0; Caracteristica: solido branco; 1V (ATR) vmax (cm™): 3073,

1633, 1330, 1294, 774, 749, 595, 439; RMN de 'H (300,19 MHz, DMSO) é: 7,84
(m, 1 H, H-3), 7,96-8,06 (m, 2H, H-1 e H-2), 8,14 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H-6).

\

ES:

[o]
2 4 7
o
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5.24 Procedimento geral para a sintese dos a-metileno-f-cetoésteres (9a — 9d)
O\\I/OH
OH O @o o o
~ 7
Mo L MO
R R
3aR=H 9aR=H
3b R = OMe 9b R = OMe
3cR=Cl 9c R=Cl
3d R = NO, 9d R = NO,

O aduto de MBH (0,2 mmol, 50 mg) foi dissolvido em acetonitrila até uma concentracdo
final de 0,14M. Em seguida adicionou-se 0 &cido 2-iodoxi-benzoico (IBX) na reacdo (1,5
equivalentes, 0,3 mmol, 92,6 mg). A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a 70 °C por 4
horas. A reacdo foi monitorada por CCD e observou-se a formacao de um produto menos polar
em relacdo ao material de partida (eluente utilizado: Hex/EtOAc 9:1).

Ao término da reagdo, a mesma foi resfriada a temperatura ambiente, filtrada e

concentrada sob presséo reduzida. N&o foi necesséria a etapa de purificagao.

s, 1,01 o 2-metileno-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 9a: Tempo reacional: 3

(6]
7 horas; Rendimento: 92%:;. FM C11H1003; MM 190,2; Caracteristica: 6leo
amarelado; 1V (ATR) vmax (cm™): 2954, 1729, 1673, 1596, 1448, 1235,

1142, 976, 688; EM m/z (%): 190 (M +), 158 (16), 130 (11), 105 (100), 77 (67), 51 (16); RMN
de 'H (300,19 MHz, CDCls) §: 7.91 — 7.83 (m, 2H, H-5 e H-9), 7.66 — 7.55 (m, 1H, H-7), 7.47
(tt, J = 6.7, 1.3 Hz, 2H, H-6 € H-8), 6.73 (5, 1H, H-11), 6.06 (s, 1H, H-11), 3.77 (s, 3H, H-10).
RMN de °C (75,48 MHz, CDCl3) & 193.2, 165.0, 141.0, 136.2, 133.9, 131.8, 129.7, 128.8,
52.6.

e 9 2-metileno-3-0x0-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 9b: Tempo
137 ° reacional: 3 horas; Rendimento: 94%;. FM Ci2H1204; MM 220,2;
Caracteristica: 6leo amarelado; 1V (ATR) vmax (cm™): 2954, 1724,

1662, 1595, 1447, 1242, 1138, 976, 610; EM m/z (%): 220 (M), 135 (100), 107 (16), 92 (11),
77 (19); RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) &: 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-5 e H-9), 6.94 (d, J
= 9.0 Hz, 2H, H-6 e H-8), 6.68 (s, 1H, H-11), 5.99 (s, 1H, H-11), 3.88 (s, 3H, H-13), 3.77 (s,
3H, H-10). RMN de 13C (75,48 MHz, CDCl3) 8 191.9, 165.0, 164.3, 141.1, 132.2, 130.9, 129.2,
114.0, 55.7, 52.6.
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s 9.9 2-metileno-3-oxo0-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 9c: Tempo
’ reacional: 5 horas; Rendimento: 95%;. FM Ci11HoClO3; MM 224,6;

Caracteristica: 6leo viscoso amarelado; 1V (ATR) vmax (cm™): 2953,

1730, 1675, 1447, 1435, 1236, 1143, 970, 688; EM m/z (%): 224 (M?), 141 (35), 139 (100),
113 (11), 111 (30), 75 (11); RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) &: 7.80 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-
5 e H-9), 7.45 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-6 e H-8), 6.73 (s, 1H, H-11), 6.07 (s, 1H, H-11), 3.7 (s,
3H, H-10); RMN de 13C (75,48 MHz, CDCl3) § 192.0, 164.7, 140.7, 140.4, 134.6, 132.1, 131.0,
129.1, 52.7.

® 9 . 2-metileno-3-0xo0-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 9d: Tempo
6 4 2 o~

7 reacional: 3 horas; Rendimento: 88%;. FM Ci11HgNOs; MM 235,2;

Caracteristica: 6leo viscoso amarelo; IV (ATR) vmax (cm™): 2954, 1729,

1673, 1596, 1448, 1235, 1142, 976, 688; EM m/z (%): 235 (M), 220 (17), 203 (17), 175 (15),
150 (100), 120 (17), 104 (41), 92 (26), 76 (37), 59 (12); RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) 5:
8.33 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.81 (s, 1H, H-11), 6.21 (s, 1H, H-11), 3.78
(s, 3H, H-10).

525 Procedimento geral para obtencdo de a-metil-p-hidroxiésteres
OH O OH O OH O
MO/ H, (1 atm) MO/ +/©/'\E)J\O/
R Pd/C 10% R syn R anti

3aR=H 13aR=H

3b R =0Me 13b R = OMe
3cR=Cl 13cR=Cl

3d R =NO, 13d R =NO,

0,01 mmol de Pd/C (5%) foram dissolvidos em 8 mL de metanol anidro e mantidos sob
atmosfera de Hz (“bexiga”, pressdo ambiente) por 30 minutos. Apos este periodo adicionou-se
0,2 mmol do a-metileno-p-hidroxiésteres (3a — 3d) em 2 mL de metanol. O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética e temperatura ambiente por 30 minutos para obtencdo dos a-metil-f3-
hidroxiésteres. A mistura foi filtrada através de um filtro de papel e o solvente evaporado,

obtendo-se o produto desejado. O produto foi purificado por placa preparativa.
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oh o 2-metil-3-hidroxi-3-fenil-propanoato de metila 13a: Tempo reacional: 30
sy 10”7 minutos; Rendimento: 75%; FM C11H1403; MM 194,2; Caracteristica:

° 6leo amarelo claro; EM m/z (%): 194 (MJf), 107 (80), 105 (36), 88 (100),
79 (44), 77 (34), 55 (21). RMN de H (300,19 MHz, CDCl3) syn & 7.38 — 7.27 (m, 14H), 5.13
—5.08 (M, 2H), 3.68 (s, 6H), 2.87 — 2.74 (m, 3H), 1.13 (d, J = 7.2 Hz, 6H). anti § 7.38 — 7.27
(m, 14H), 4.75 (dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.87 — 2.74 (m, 3H), 1.01 (d, J = 7.2 Hz,
3H). RMN de *3C (75,48 MHz, CDCl3) 6 176.4, 141.5,128.7, 128.4, 128.3, 127.6, 126.8, 126.1,
73.7, 52.0, 47.2, 46.5, 14.6, 10.8. A coluna e 0 método utilizados para a separacdo dos
diasteroisdbmeros e enantiomeros foram a coluna Hydrodex® B-3P e o método H1: 80°C (5 °C
mint), 180°C - 10 min. Tempos de retencdo: (2R,3R): 37,636 min.; (2S,3S): 38,146 min.;
(2R,3S): 38,406 min.; (2S,3R): 39,023 min. (Figura 14).

40
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»a &0 o 30 3|a thily) 410 20 &0 min

Figura 14. Cromatograma do padréo rac-13a.

oz 2-metil-3-hidroxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 13b: Tempo
s Ao~ reacional: 30 minutos; Rendimento: 58%; FM C1,H1604; MM 224,1;
2o Caracteristica: 6leo amarelo claro; EM m/z (%): 224 (M?), 206 (10),

146 (11), 135 (17), 137 (100), 109 (24), 94 (14), 77 (21). RMN de H (300,19 MHz, CDCls)
synd 7.26 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 2H), 6.88 (dd, J = 8.8, 4.0 Hz, 2H), 5.08 — 4.97 (m, 1H), 3.80
(s, 3H), 3.66 (s, 3H), 2.84 —2.72 (m, 1H), 1.15 (d, J = 7.1 Hz, 3H). antid 7.26 (dd, J = 8.5, 1.8
Hz, 2H), 6.88 (dd, J = 8.8, 4.0 Hz, 2H), 4.71 (dd, J = 8.8, 3.9 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.74 (s,
3H), 2.84 — 2.72 (m, 1H), 0.99 (d, J = 7.2 Hz, 3H). RMN de 13C (75,48 MHz, CDCls) 5 176.3,
159.1, 133.7, 128.0, 127.3, 114.0, 113.8, 76.2, 73.6, 55.4, 52.0, 47.3, 46.7, 14.6, 11.2. A coluna
e 0 método utilizados para a separacdo dos diasteroisdmeros e enantibmeros foram a coluna
Hydrodex® B-3P e 0 método H2: 150°C - 30 min. (1°C mint), 170°C (10°C min), 180 °C - 2
min. (Figura 15).
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Figura 15. Cromatograma do padréo rac-13b.

12 2-metil-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 13c: Tempo

OH O
s A2y~ reacional: 30 minutos; Rendimento: 61%;FM C11Hi3ClOs; MM 228,6;
ot Caracteristica: 6leo incolor; EM m/z (%): 228 (M), 143 (21), 141 (66),

113 (17), 88 (100), 77 (37), 57 (20). RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) syn § 7.37 — 7.26 (m,
4H), 5.10 (t, J = 3.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.04 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 2.85 - 2.71 (m, 1H), 1.11
(d, J=7.2 Hz, 3H). anti 6 7.37 — 7.26 (m, 4H), 4.75 (dd, J = 8.3, 4.5 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.07
(dd, J = 4.5 Hz, 1H), 1.04 (d, J = 7.2 Hz, 3H). RMN de 13C (75,48 MHz, CDCl3) § 176.2,
140.2, 133.9, 128.8, 128.1, 75.8, 52.2, 47.1, 14.6. A coluna e o método utilizados para a
separacdo dos diasteroisdbmeros e enantidmeros foram a coluna Lipodex® E e o método L1
120°C (1 °C min1), 150°C (15 °C min't), 180°C - 10 min. Tempos de retencéo: (2S,3R): 31,179
min.; (2R,3S): 31,494 min.; (2R,3R): 31,704 min.; (2S,3S): 31,906 min. (Figura 16).

detector 1.38; 9528: 28

1.704

1.494

! 1.179
3

1

|

31.906

r — —r -~ - P —_— —r -~ -~ - - - -~ - —
29 30 31 32 33 34 min

Figura 16. Cromatograma do padrdo rac-13c.
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12 2-metil-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 13d:

OH O
8 AL o~ ® Tempo reacional: 30 minutos; Rendimento: 56%;FM C11H13NOs;
02N7 °om MM 239,2; Caracteristica: 6leo viscoso amarelo; EM m/z (%): 239

8

(MT), 152 (23), 106 (10), 88 (100), 77 (12), 57 (25). RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) syn &
8.27 — 8.18 (m, 2H), 7.54 (dd, J = 8.7, 1.8 Hz, 2H), 5.27 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.39
(d, J=5.2 Hz, 1H), 2.90 — 2.77 (m, 1H) 1.10 (d, J = 7.3 Hz, 3H). anti & 8.27 — 8.18 (m, 2H),
7.54 (dd, J=8.7, 1.8 Hz, 2H), 4.89 (dd, J = 7.5, 5.2 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.30 (d, J = 3.0 Hz,
1H), 1.13 (d, J = 7.3 Hz, 3H) RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls3) 5 176.2, 175.8, 149.0, 148.7,
147.8, 147.5, 127.6, 127.0, 123.8, 123.7, 75.4, 72.6, 52.3, 46.8, 45.8, 14.6, 10.3. A colunae o
método utilizados para a separacdo dos diasteroisbmeros e enantibmeros foram a coluna
Lipodex® E e 0 método L2 150°C (15 °C min't), 180°C - 30 min. (Figura 17).

F 3
| H
/ \ ’J \‘\ \" /\\

2 24 25 %

Figura 17. Cromatograma do padrdo rac-13d.

526 Procedimento geral para obtencio de a-metil-p-cetoésteres
\\ OH
13aR = H T acn7C 12aR = H
13b R = OMe 12b R = OMe
13¢R=Cl 12cR=ClI
13d R = NO, 12d R = NO,

O a-metil-B-hidroxiéster (0,2 mmol, 50 mg) foi dissolvido em acetonitrila até uma
concentragdo final de 0,14M. Em seguida adicionou-se o acido 2-iodoxi-benzoico (IBX) na
reacdo (1,5 equivalentes, 0,3 mmol, 92,6 mg). A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a
70 °C por 2 - 3 horas. A reacdo foi monitorada por GC-FID. Ao término da reacdo, a mesma foi
resfriada a temperatura ambiente, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. N&o foi

necessaria a etapa de purificagéo.
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9 ., 2-metil-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 12a: Tempo reacional: 2 horas;
Rendimento: 92%;FM C11H1203; MM 192,2; Caracteristica: 6leo 6leo

incolor; EM m/z (%): 192 (M), 105 (100), 106 (10), 77 (38), 51 (7). RMN
de 'H (300,19 MHz, CDCls) & 7.98 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 2H, H-5 e H-9), 7.59 (dt, J = 8.7, 1.3
Hz, 1H, H-7), 7.53 — 7.45 (m, 2H, H-6 e H-8), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 1H, H-2), 3.69 (s, 3H, H-
10), 1.50 (d, J = 7.1 Hz, 3H, H-11). RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) § 196.0, 171.5, 135.9,
133.7, 128.9, 128.7, 52.7, 48.2, 14.0.

o © ., 2-metil-3-oxo-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 12b: Tempo
“_ 7 1o reacional: 2 horas; Rendimento: 40%; FM Ci12H1404; MM 222,2:

Caracteristica: 6leo incolor; EM m/z (%): 222 (MT), 135 (100), 107
(8), 92 (96), 77 (9). RMN de H (300,19 MHz, CDCl3) § 7.97 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-6 e H-8),
6.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-5 e H-9), 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 1H, H-2), 3.88 (s, 3H, H-14), 3.69 (s,
3H, H-10), 1.48 (d, J = 7.1 Hz, 3H, H-11). RMN de 13C (75,48 MHz, CDCls) § 194.48, 171.71,
163.99, 131.16, 128.80, 114.09, 55.68, 52.65, 47.91, 14.12.

Q 0 2-metil-3-ox0-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 12c: Tempo

6 4 2 /10

7 e reacional: 2 horas; Rendimento: 96%; FM C11H1:ClO3; MM 226,6;

Caracteristica: o6leo incolor; EM m/z (%): 226 (MT), 141 (33), 139
(100), 111 (37), 75 (24). RMN de 'H (300,19 MHz, CDCl3) 5 7.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.46
(d, J=8.6 Hz, 2H), 4.36 (g, J = 7.1 Hz, 1H, H-2), 3.69 (s, 3H, H-10), 1.50 (d, J = 7.1 Hz, 3H,
H-11). RMN de C (75,48 MHz, CDCls) & 194.7, 171.2, 140.2, 134.2, 130.2, 129.3, 52.8,
48.2, 13.9.

o 9 2-metil-3-ox0-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 12d: Tempo
7 Y0 reacional: 3 horas; Rendimento: 94%; FM C11H11NOs; MM 237,2;

Caracteristica: 6leo amarelo claro; EM m/z (%): 237 (M Jf), 150 (100),
120 (12), 104 (26), 76 (14). RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) 6 8.35 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.14
(d, J=9.0 Hz, 2H), 4.41 (g9, J = 7.0 Hz, 1H, H-2), 3.71 (s, 3H, H-10), 1.55 (d, J = 7.1 Hz, 3H,
H-11). RMN de C (75,48 MHz, CDCls) § 194.2, 170.6, 150.5, 140.3, 129.6, 124.0, 52.8,
48.6, 13.5.
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5.2.7 Triagem enzimatica para detec¢do de cetorredutases (KREDy-to-go plate
assay — Prozomix)

; ‘\‘ t t B

; o~ : Cetorredutase _ o~ o~
\ ' kREDy-to-go

‘R ! R R

\ . Prozomix
“R=H, OMe, CI, NO,

R = H, OMe, CI, NO,

Em um tubo falcon de 15mL adicionou-se o a-metileno-fB-cetoéster (0,2 mmol), seguida
da adicédo da solucéo de INT (10,0mL). A mistura foi homogeneizada. Cuidadosamente foram
adicionados 100uL desta solugdo em cada um dos 96 pogos da microplaca de polipropileno. Os
pocos foram cuidadosamente homogeneizados e afim de ndo ocorrer contaminagdo nenhuma
ponteira foi repetida.

A placa foi mantida ao abrigo de luz, sob agitacdo orbital em um shaker a 25 °C e
monitorada nos tempos t=0, t=4 horas, t=12 horas e t=24 horas.

A inspecdo da evolucdo do ensaio de atividade enzimatica foi realizada visualmente,
onde para resultados positivos se esperava uma mudanca de coloracdo do branco para o
vermelho.

528 Procedimento geral para a biorreducao dos a-metileno-p-cetoésteres

(O] O O OH O OH O
S. ..
Mo/ cerevisiae MO/ . MO/ . MO/
R R R R i

9aR=H 12aR=H 13aR=H
9b R = OMe 12b R = OMe 13b R = OMe
9c R=ClI 12c R =ClI 13c R =ClI
9d R = NO, 12d R = NO, 13d R = NO,

Saccharomyces cerevisiae liofilizado (10,0 g) foram suspendidos em tampao citrato (pH
6,5, 200 mL) contendo glicose (12,5 g). As células foram ativadas por 1 h e em seguida
adicionou-se 0s a-metileno-p-cetoésteres (0,1 mmol), a mistura reacional foi mantida sob

agitacdo orbital em um shaker a 28 °C. A reacédo foi monitorada por GC-FID. Ao final da reacao

115



Parte experimental

a suspensao foi centrifugada e a fase aquosa extraida com acetato de etila (3 porgdes). As fases
organicas foram combinadas, secas com sulfato de magnésio anidro e evaporadas. Os produtos

foram identificados por analise de GC-MS.

s 7.9 2-metil-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 12a: FM C11H1203; MM 192,2;

10
6 4 2 ~
3 10

A EM m/z (%): 192 (M?), 105 (100), 106 (10), 77 (38), 51 (7). RMN de 'H
(3080,19 MHz, CDCl3) § 7.98 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 2H, H-5 e H-9), 7.59 (dt, J = 8.7, 1.3 Hz, 1H,
H-7), 7.53 — 7.45 (m, 2H, H-6 e H-8), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 1H, H-2), 3.69 (s, 3H, H-10), 1.50
(d, J = 7.1 Hz, 3H, H-11). RMN de C (75,48 MHz, CDCls) § 196.0, 171.5, 135.9, 133.7,
128.9, 128.7, 52.7, 48.2, 14.0.

o 0 2-metil-3-oxo-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 12b:

LN PN FM C12H1404; MM 222,2; EM m/z (%): 222 (M), 135 (100), 107 (8),

92 (96), 77 (9). RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) & 7.97 (d, J = 8.9
Hz, 2H, H-6 e H-8), 6.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-5 e H-9), 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 1H, H-2), 3.88 (s,
3H, H-14), 3.69 (s, 3H, H-10), 1.48 (d, J = 7.1 Hz, 3H, H-11). RMN de 13C (75,48 MHz,
CDCl3)  194.48, 171.71, 163.99, 131.16, 128.80, 114.09, 55.68, 52.65, 47.91, 14.12.

\ Q , Q , 2-metil-3-oxo-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 12c:
6 3 1 O/

2 P FM C11H1.Cl0s; MM 226,6; EM miz (%): 226 (M), 141 (33), 139 (100),

111 (37), 75 (24). RMN de 'H (300,19 MHz, CDCl3) § 7.92 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.36 (g, J = 7.1 Hz, 1H, H-2), 3.69 (s, 3H, H-10), 1.50 (d, J
= 7.1 Hz, 3H, H-11). RMN de 13C (75,48 MHz, CDCls) & 194.7, 171.2, 140.2, 134.2, 130.2,
129.3,52.8, 48.2, 13.9.

o 0 0 2-metil-3-0x0-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 12d:

A, 7 EM CuHuNOs: MM 237.2; EM miz (%): 237 (M), 150 (100), 120

(12), 104 (26), 76 (14). RMN de H (300,19 MHz, CDCls) & 8.35 (d, J

= 9.0 Hz, 2H), 8.14 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.41 (g, J = 7.0 Hz, 1H, H-2), 3.71 (s, 3H, H-10), 1.55

(d, J = 7.1 Hz, 3H, H-11). RMN de 13C (75,48 MHz, CDCls) § 194.2, 170.6, 150.5, 140.3,
129.6, 124.0, 52.8, 48.6, 13.5.
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oh o 2-metil-3-hidroxi-3-fenil-propanoato de metila 13a:
; M °" EM CuH103; MM 194,2; EM m/z (%): 194 (M), 107 (80), 105 (36), 88
° (100), 79 (44), 77 (34), 55 (21). Os e.e. e a razdo syn:anti determinados por

GC-FID com coluna quiral Hydrodex® B-3P, Método H1: 80°C (5 °C min-1), 180°C - 10 min.
Obteve-se um e.e. > 99% para ambos 0s enantioméros e uma razdo syn:anti 91:9. Tempos de
retencdo: (2S,3S): 38,142 min.; (2R,3S): 38,406 min. (Figura 18).

1V (x10.000}
ChromEogEm

A2

>:E.iD3

M5 30 B5 *0 *5 0 5 B0 B5 B0 ns 400 40 410 435 420 min

Figura 18. Cromatograma do produto da reagdo de biorredugdo 13a.

12 2-metil-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 13c:
OH O
’ N0 FM CuHisClOs; MM 228,6; EM miz (%): 228 (M), 143 (21), 141 (66),
cTy T 113 (17), 88 (100), 77 (37), 57 (20). Os e.e. e a razdo syn:anti

determinados por GC-FID com coluna quiral Lipodex® E, Método L1 120°C (1 °C min’),
150°C (15 °C min), 180°C - 10 min. Obteve-se um e.e. > 99% para ambos 0s enantioméros e
uma razdo syn:anti 91:9. Tempos de retencdo: (2R,3S): 31,585 min.; (2S,3S): 31,951 min.
(Figura 19).

detector 31.49;6:6

PA

31.685
¥ 31.851

T T T T T
26 28 30 32 39 min

Figura 19. Cromatograma do produto da reagdo de biorredugdo 13c.
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12 2-metil-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 13d:
OH O
’ N0~ " FM CuiHisNOs: MM 239,2: EM m/z (%): 239 (M 1), 152 (23), 106 (10),
ONTNT 88 (100), 77 (12), 57 (25). RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) syn & 8.24

—8.21 (m, 2H), 7.55— 7.52 (m, 2H), 5.26 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.83 — 2.80 (m, 1H),
1.09 (d, J=7.2 Hz, 3H). Os e.e. e a razdo syn:anti determinados por GC-FID com coluna quiral
Lipodex® E, Método L2 150°C (15 °C min), 180°C - 30 min. Obteve-se um e.e. > 99% para

ambos 0s enantioméros e uma razao syn:anti 88:12 (Figura 20).

detector 1.27:21: 193413

>

>

23779
ﬁzsyw

T T T T T T
5 10 15 20 25 30 min

Figura 20. Cromatograma do produto da reagéo de biorredugéo 13d.

529 Procedimento geral para a sintese das 2,3-diaril-4-tiazolidinonas (18a-18c)

/©) © Biocatalisador @ \
R —d

14a R = NO,
OH 17aR = No2
14bR=CI  HS
14¢ R = OCH T RIS
CR= 3 O 17¢ R = OCHjy 18a R = NO,
18b R = Cl
18c R = OCH,

A uma solucdo de aldeido (0,2 mmol), anilina (0,2 mmol), e &cido tioglicélico (0,6
mmol) em diclorometano (1 mL), adicionou-se o biocatalisador (5 mg por Novozyme 435 e
BSA, 5 uL para Lipase CALB L ou 40 mg das células inteiras liofilizadas) e a mistura resultante
foi agitada a 700 rpm a 35 °C. A evolucdo da reagdo foi monitorasda por GC-FID. Apds 24 h a
reacdo foi extraida com acetato de etila (0,5 mL; 3x). As fases orgénicas foram combinadas,
lavadas com agua, secas com sulfato de magnésio anidro e evaporadas. O produto em bruto foi
purificado por CCD (30% Hex/EtOAC).
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2-p-nitrofenil-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona 18a: Tempo reacional: 24
horas; FM CisH12N203S; MM 300,3; Caracteristica: 6leo viscoso
amarelado; Rf (30% Hex/EtOAc) 0,20; RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls)
8,16 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-10 e H-12), 7,48 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-9 e H-

13), 7,31 (t, d, J = 15,0 Hz, 2H, H-14 e H-18), 7,19 (t, J = 7,7 Hz, 3H, H-15, H-16 e H-17), 6,20
(s, 1H, H-2), 4,01 (d, J = 15,9, 1H, H-5), 3,91 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-5); HPLC (Chiralcel OD-
H, Hex/iPrOH = 7:3, fluxo = 0,7 mL / min, 254 nm A): tr = 23.4 min; tr = 29.5 min.

c|I 1

5

B 16

2-p-clorofenil-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona 18b: Tempo reacional: 24
horas; FM CisH12CINOS; MM 289,8; Caracteristica: 6leo incolor; Rf
(30% Hex/EtOAC) 0,25; RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) § 7,34 - 7,26
(m, 5H, Harom.), 7,18 (ddt, J = 7,8, 5,6, 1,0 Hz, 4H, Harom.), 6,09 (s, 1H, H-2),

4,00(d,J=15,8Hz, 1H, H-5), 3,89 (d, J = 15,8, 1H, H-5); HPLC (Chiralcel OD-H, Hex/iPrOH
=7:3, fluxo = 0,7 mL / min, 254 nm A): tr = 13.2 min (+)-18b; tr = 16.1 min (-)-18b.

@%

o 11
15 16

2-p-metoxifenil-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona 18c: Tempo reacional: 24
horas; FM CisH1sNO.S; MM 285,3; Caracteristica: 6leo viscoso
amarelado; Rf (30% Hex/EtOAc) 0,27; RMN de 'H (300,19 MHz,
CDCl3) 6 7,21 (ddt, ] = 14,0, 9,7, 6,9 Hz, 7H, Harom.), 6,79 (d, J = 8,8 Hz,

2H, Harom)), 6,07 (1H, s, H-2), 3,98 (d, J = 15,8, 1H, H-5), 3,87 (d, J = 15,8, 1H, H-5), 3,75 (s,
3H, H-20); HPLC (Chiralcel OD-H, Hex/iPrOH = 7:3, fluxo = 0,7 mL / min, 220 nm A): tr =
27.2 min; tr = 35.3 min.
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VR .
OH O
O/
~0

_~3.80
~3.72
2.88
\-2.86

Parameter

1 Data File Name

2 Title
3 Comment

4 Origin

5 Owner
6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date

Value

C:/ Users/ Luna/
Downloads/
OWSLAIXP/ MBH
OMe/ 10/ fid
MBH OMe

Bruker BioSpin
GmbH

nmr

FOURIER300

CDCI3
297.1
zg30

8

38
1.0000
11.3800
5.3687

2017-04-05T14:
59:28

18 Modification Date 2017-04-05T15:

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

00:12
300.19

6103.5
-603.5

1H
32768
65536

—

3.0
3.0

1.034
v 1.03H

5

EO7. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClIs) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 3b.
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e M ©ox =

~ o ~ ™ B LA < o <+ Parameter Value

© n < N NN — ™ n o

- - — — = — ™~ 0 0 1 Data File C:/ Users/ Luna/

| | | l \ l \ , Name Downloads/

OWBSLAIXP/ MBH OMe/
20/ fid
OH O 2 Title MBH OMe
3 Comment
O/ 4 Origin Bruker BioSpin GmbH
5 Owner nmr
\O 6 Site
7 Spectrometer FOURIER300
8 Author
9 Solvent CDCI3
10 Temperature 297.2
11 Pulse zgpg30
Sequence
12 Number of 187
Scans

13 Receiver Gain 501

14 Relaxation 2.0000
Delay

15 Pulse Width  12.0000
16 Acquisition 1.3422

Time
17 Acquisition ~ 2017-04-05T15:01:55
Date
18 Modification 2017-04-05T15:12:24
Date
| 19 Spectrometer 75.48
| Frequency
20 Spectral 24414.1
Width
21 Lowest -4648.8
Frequency
! 22 Nucleus 13C
! \ 23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E08. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 3b
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EQ9. Espectro no IV do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 3c.
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Line#:1 R.Time:8.775(Scan#:1156)

MassPeaks:172

RawMode:Single 8.775(1156) BasePeak:139.00(3621615)
BG Mode:None Group 1 - Event 1

4000000 OH O
_ O/ 139
3000000  Cl
2000000 77 » 166
1 194 226
1000000
] 55 115 168
1 111
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m/z

E10. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 3c.
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7.32
6.35
—5.83

|-
P=—

3.73

|
—

3.10
~-3.08

OH O

Cl

—
L

Parameter
1 Data File
Name

2 Title
Comment

w

Origin
Owner
Site

[<2 N E; BN

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral
Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Luna/
Desktop/ RMN/ LSS
MBH Cl/ 10/ fid

LSS MBH Cl

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.4
zg30

8

38
1.0000

12.0000
5.3687

2017-03-21T10:05:34

2017-03-21T10:06:19

300.19

6103.5

-602.6

1H
32768
65536

4.00=
0.99=

1.02=

3.04=

1.00=

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.0
f1 (ppm)

E11. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 3c.
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[o0] NONN-H O
) — G 0 B O a N
O T MmMMmANANAN o~ o
— o - ~ LN 1
SESNSNA
2
OH O ;
- 4
o 5
6
Cl 7
8
9

Parameter

Value

Data File Name C:/ Users/ Luna/

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer

Author

Solvent

10 Temperature

Scans

13 Receiver Gain
14 Relaxation

Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition

Time

17 Acquisition

Date

18 Modification

Date

19 Spectrometer

Frequency

20 Spectral Width
21 Lowest

Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
| 24 Spectral Size

Downloads/
K1aAWGov/ Cintia/ LSS
MBH Cl/ 20/ fid

LSS MBH CI

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.8

11 Pulse Sequence zgpg30
12 Number of

209

501
2.0000

12.0000
1.3422

2017-03-21T10:16:57

2017-03-21T10:28:43

75.48

24414.1
-4649.7

13C
32768
65536

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E12. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 3c.
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E13. Espectro no IV do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 3d.
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OH O
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77
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E14. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 3d.
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~N-8.20

7.59
~\-7.56

—6.40
—5.88
—5.64
—3.75
—3.33

w

o v b

7
8

9

Parameter

Value

Data File Name C:/ Users/ Luna/

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer

Author

Solvent

10 Temperature
11 Pulse

Sequence

12 Number of

Scans

13 Receiver Gain
14 Relaxation

Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition

Time

17 Acquisition

Date

18 Modification

Date

19 Spectrometer

Frequency

20 Spectral Width

22 Nucleus

Desktop/ RMN/ LSS
MBH NO2/ 10/ fid

LSS MBH NO2

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.8
zg30

8

65
1.0000

11.3800
5.3687

2017-03-21T10:34:59

2017-03-21T710:35:43

300.19

6103.5
-601.4

1H
32768
65536

|
| 21 Lowest
Frequency
! 23 Acquired Size
| 24 Spectral Size
U Il A
o
i

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

E15. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 3d.
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LN N O o N

) BN — ~ ™ o < Parameter
© T < IR Q o

— T/H T v\-! T ™~ n 1 Data File Name

2 Title
Comment

©)
T
)

Origin

Owner

Site
Spectrometer
Author

0 N o u b

9 Solvent
10 Temperature
11 Pulse Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition Time
17 Acquisition Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
| Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size

24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Luna/
Downloads/ K1aAWGov/
Cintia/ LSS MBH NO2/
20/ fid

LSS MBH NO2

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.8

zgpg30
183

501
2.0000

12.0000

1.3422
2017-03-21T10:37:39
2017-03-21T10:47:57

75.48

24414.1
-4649.7

13C
32768
65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E16. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 3d.
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O OMNWVLIMAN OO o O — —
NINNNNNNNNO O n (ep] (o]
O
R
~
O

Parameter Value
1 Title MBH H Ac
2 Origin Bruker BioSpin

GmbH
3 Owner nmr
4 Spectrometer FOURIER300
5 Solvent CDCI3
6 Temperature  295.0
7 Pulse Sequence zg30
8 Number of 8
Scans

9 Receiver Gain 112

10 Relaxation 1.0000
Delay

11 Pulse Width 11.3800

12 Acquisition Time 5.3687

13 Acquisition Date 2016-03-11T10

:29:13

14 Modification 2016-03-11T10

Date :29:57

15 Spectrometer  300.19
Frequency

16 Spectral Width 6103.5

17 Lowest -603.5
Frequency
18 Nucleus 1H

19 Acquired Size 32768
20 Spectral Size 65536

0.96+4 —_—
-
<
~

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

E17. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClIs) do 2-metileno-3-acetoxi-3-fenilpropanoato de metila 6a.
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—169.6
— 165.6
_~139.8
~137.9
73.2
52.1
21.2

o
o

o b

7
8

9

Parameter

Data File
Name

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer

Author

Solvent

10 Temperature
11 Pulse

Sequence

12 Number of

Scans

13 Receiver Gain
14 Relaxation

Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition

Time

17 Acquisition

Date

18 Modification

Date

19 Spectrometer

Frequency

20 Spectral

Width

21 Lowest

Frequency

| | 22 Nucleus

1 23 Acquired Size

24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Luna/
Downloads/
HVx0Be3I/ MBH H
acet/ 20/ fid

MBH H acet

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
297.4
zgpg30

85

501
2.0000

12.0000
1.3422

2017-04-10T09:59:58

2017-04-10T10:04:44

75.48

24414.1

-4649.9

13C
32768
65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 11?(100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E18. Espectro de RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-acetoxi-3-fenilpropanoato de metila 6a.
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E19. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 6b.
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IS EH B3R o R 3 Parameter Value
NN [ RCRTNT] A ™ ™ ~ )
\/ !/ / \ \ / 1 Data File Name C:/ Users/ Lenovo/
Desktop/ 1SJypSuz/
New folder/ New
folder/ Luna_OAcet/
(@) 10/ fid
2 Title Luna_OAcet
O O 3 Comment
4 Origin Bruker BioSpin GmbH
O/ 5 Owner nmr
6 Site
A 7 Spectrometer FOURIER300
O 8 Author
9 Solvent CDCI3
10 Temperature 294.2
11 Pulse zg30
Sequence
12 Number of 8
Scans
13 Receiver Gain 78
14 Relaxation 1.0000
Delay
15 Pulse Width ~ 11.3800
16 Acquisition 5.3687
Time
17 Acquisition 2017-08-07T14:23:46
Date
18 Modification ~ 2017-08-07T14:24:31
Date
19 Spectrometer 300.19
Frequency
20 Spectral Width 6103.5
21 Lowest -602.3
Frequency
22 Nucleus 1H
23 Acquired Size 32768
J L 24 Spectral Size 65536
& mda & £ &
o — Qo @ == S
o~ N o o M ™M [%2)
T

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

E20. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClIs) do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 6b.

Anexos

151



; g g 2 g 2 g 3 (=] < (%) Parameter
© © In 5] NN AN — ™ n o —
— - — — - - — N n n (o] 1 Data File
AR N/ I Vol Name
O 2 Title
).k 3 Comment
O O 4 Origin
5 Owner
O/ 6 Site
7 Spectrometer
\O 8 Author
9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
| 23 Acquired Size
| 24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Lenovo/
Desktop/ 1SJypSuz/
New folder/ New
folder/ Luna_OAcet/
20/ pdata/ 1/ 1r

Luna_OAcet

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

cpei3
294.3
2gpg30

361

501
2.0000

12.0000
1.3422

2017-08-07T14:26:49

2017-08-07T14:47:08

75.48

24414.1
-4649.1

13C
32768
32768

—71t r o1 1. ~r1 1.~ 1.~ 1t~ 1,1 1.+~ 1 1.1 Tt Tt Tt 1 1 1 1 T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f %00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E21. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 6b.
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Anexos

Luna_LSS11_pos_10ppm#866-891 RT: 5.81-6.36 AV: 26 NL:3.90

T: TMS + p ESI Full ms2 269.00@cid30.00 [70.00-1000.00]
100 269.08

Relative Abundance
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o
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o
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E22. Espectro de ESI(+)-MS do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 6c.
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7.31
—6.63
—6.40

5.89

3.71

2.10

Cl

Parameter

1 Data File
Name

2 Title

3 Comment
4 Origin

5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral
Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ win7/
Downloads/ brrQI7AQ/
LSS11/ LSS11/ 10/ fid

LSS11

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
297.2
zg30

8

120
1.0000

12.0000
5.3687

2014-03-20T09:44:29

2014-03-20T09:45:13

300.19

6103.5

-603.2

1H
32768
65536

1.03= ——

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

E23. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 6c.
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E24. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 6d.
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Anexos

INEa) o o NN ) ™ n
N n 0 N =] ~ — Parameter Value
o o NN © © n ™ ~
N N [ 1 DataFile  Ci/ Users/ Luna/
Name Downloads/
fNA6Qez2/ LSS_MBH
NO acet/ LSS_MBH
NO acet/ 10/ pdata/
)]\ 1/ 1r
O O 2 Title LSS_MBH NO acet
3 Comment
O/ 4 Origin Bruker BioSpin GmbH
5 Owner nmr
6 Site
7 Spectrometer FOURIER300
8 Author
9 Solvent CDCI3
10 Temperature 294.6
11 Pulse zg30
Sequence
12 Number of 8
Scans
13 Receiver Gain 101
14 Relaxation ~ 1.0000
Delay
15 Pulse Width  12.0000
16 Acquisition  5.3687
Time
17 Acquisition  2016-12-20T10:02:18
Date
18 Modification 2016-12-20T10:03:03
Date
I 19 Spectrometer 300.19
| | Frequency
20 Spectral 6103.5
Width
21 Lowest -602.3
Frequency
J\ X ) JL 22 Nucleus 1H
23 Acquired Size 32768
;g Z ;E :E N 24 Spectral Size 65536
& 9 ) S 2
o - o ™ ~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

E25. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 6d.
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Parameter

1 Data File
Name

)]\ 2 Title
O O Comment

Origin
Owner
Site

02N 7 Spectrometer
8 Author

—165.1
~147.9
1452
—-138.7
1286
~127.0
N123.9
72.3
52.4
21.1

w

(<) NS

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral
Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Luna/
Documents/ RMN/
MBH NO acet/
LSS_MBH NO acet/
LSS_MBH NO acet/
20/ fid

LSS_MBH NO acet

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

cpei3
294.9
zgpg30

942

501
2.0000

12.0000
1.3422

2016-12-20T10:08:57

2016-12-20T11:02:01

75.48

24414.1

-4648.9

13C
32768
65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E26. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-acetoxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 6d.
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Eﬁ % m 52 on % % % ﬁ Parameter Value
~N NN ©O© < ™™ ~
\/ \/ \/ 1 Title MBH OMe Ac
2 Origin Bruker BioSpin
GmbH
O 3 Owner nmr
4 Spectrometer FOURIER300
e 5 Solvent CDCI3
\ O 6 Temperature 295.0
7 Pulse Sequence zg30
~
O O 8 Number of Scans 8
9 Receiver Gain 129
O 10 Relaxation Delay 1.0000
11 Pulse Width 11.3800
12 Acquisition Time 5.3687
13 Acquisition Date 2016-03-11T10:
17:48
14 Modification 2016-03-11T10:
Date 18:33
15 Spectrometer 300.19
Frequency
16 Spectral Width  6103.5
17 Lowest -599.0
Frequency
18 Nucleus 1H
19 Acquired Size 32768
20 Spectral Size 65536
|
|
ﬁ II |
| e
) o -
e — o N <
— ~ ~ — © (32
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

E27. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClIs) do (E)-2-metil-2-acetoxi-3-(p-metoxifenil)-2-propenoato de metila 7b.
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E28. Espectro no IV do acido 2-iodoxibenzdico (IBX).
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InNnNMm TSTANANO 0NN O T N
-+ 5993899 XXX
O O ©CO 00 0O COIMNIMN NN
Vo7& N1/
| I
| il O
I |
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(o)) o o
o o i
T T T T T T T T T T
8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6
f1 (ppm)

R

| 1.00%

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)

Parameter

Value

1 Data File NameG:/ backup/

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer
Author
Solvent

10 Temperature

O N OO Ul A W N

Documentos/
Doutorado/ xIVKEFGI/
LSS IBX/ LSS IBX/ 10/
pdata/ 1/ 1r

LSS IBX

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

DMSO
295.6

11 Pulse Sequencezg30

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

32

61
1.0000

12.0000
5.3687

2014-12-02T09:17:23

2014-12-02T09:20:41

300.19

20 Spectral Width 6103.5

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

-599.0

1H
32768
65536

E29. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls3) do 4cido 2-iodoxibenzéico (1BX).
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E30. Espectro no 1V do 2-metileno-3-o0xo-3-fenilpropanoato de metila 9a.
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Line#:1 R.Time:7.905(Scan#:982)

MassPeaks:115

RawMode:Single 7.905(982) BasePeak:105.10(8362682)
BG Mode:None Group 1 - Event 1
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E31. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 9a.
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Parameter

Value

1 Data File Name E:/ Doutorado UNESP/

2 Title

3 Comment
4 Origin

5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

RMN DOC/ MBH H oxi/
MBH H oxi/ 10/ fid

MBH H oxi

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
296.2
zg30

16

93
1.0000

11.3800
5.3687

2015-01-13T14:11:55

2015-01-13T14:13:31

300.19

6103.5
-603.5

1H
32768
65536

1.0 ———
1.00= ————-
[

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

E32. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metileno-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 9a.
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Parameter

193.2
165.0
52.7

1 Data File Name

Title
Comment

2

3

4 Origin
5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature
11 Pulse Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Luna/
Downloads/ JR4sUqgL7/
Cintia/ MBH H oxi/ 20/
fid

MBH H oxi

C

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.9

zgpg30
342

501
2.0000

12.0000

16 Acquisition Time 1.3422
17 Acquisition Date 2017-03-31T14:14:19

2017-03-31T14:33:34

75.48

24414.1
-4649.4

13C
32768
65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f 1(00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E33. Espectro de RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 9a.

Anexos

164



Transmittance [%)]

80

80

70

60

50

40

30

[ | [ [ I [
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm-1

E34. Espectro no 1V do 2-metileno-3-0x0-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 9b.
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Line#:1 R.Time:9.105(Scan#:1222)

MassPeaks:140

RawMode:Single 9.105(1222) BasePeak:135.10(8297945)
BG Mode:None Group 1 - Event 1
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E35. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-0x0-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 9b.
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Parameter Value

1 Data File Name C:/ Users/ win7/
Desktop/
kFzK9KnW/ MBH
OMe oxi/ MBH
OMe oxi/ 10/
pdata/ 1/ 1r

2 Title MBH OMe oxi

3 Comment

4 Origin Bruker BioSpin
GmbH

5 Owner nmr

6 Site

7 Spectrometer  FOURIER300

8 Author

9 Solvent CDCI3

10 Temperature 301.1

11 Pulse Sequence zg30

12 Number of Scans8

13 Receiver Gain 90

14 Relaxation Delay 1.0000
15 Pulse Width 11.3800
16 Acquisition Time 5.3687
17 Acquisition Date 2015-02-12T10:4

4:16
18 Modification Date2015-02-12T10:4
5:00
19 Spectrometer  300.19
Frequency
20 Spectral Width  6103.5
21 Lowest -603.5
Frequency
22 Nucleus 1H
23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536

E36. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-oxo0-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 9b.
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o —~ ™ - NN =
= N < - NS o < N © Parameter Value
(<)) © O T MmN — n o
— — — == — L n 1 Data File Name C:/ Users/ Luna/
N N ! Downloads/ EtCnmYN5/
Cintia/ MBH OMe oxi/
20/ fid
2 Title MBH OMe oxi
O O 3 Comment
e 4 Origin Bruker BioSpin GmbH
O 5 Owner nmr
6 Site
~
O 7 Spectrometer FOURIER300
8 Author
9 Solvent CDCI3

10 Temperature  295.2
11 Pulse Sequence zgpg30

12 Number of 223
Scans

13 Receiver Gain 501

14 Relaxation 2.0000
Delay

15 Pulse Width 12.0000
16 Acquisition 1.3422

Time

17 Acquisition 2017-03-28T14:38:54
Date

18 Modification 2017-03-28T14:51:26
Date

19 Spectrometer  75.48
Frequency

20 Spectral Width 24414.1

21 Lowest -4649.9
Frequency

22 Nucleus 13C

23 Acquired Size 32768
| 24 Spectral Size 65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E37. Espectro de RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-oxo-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 9b.
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E38. Espectro no IV do 2-metileno-3-0xo0-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 9c.
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Anexos

Line#:1 R.Time:8.580(Scan#:1117)

MassPeaks:159

RawMode:Single 8.580(1117) BasePeak:139.05(7454551)
BG Mode:None Group 1 - Event 1
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E39. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-oxo-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 9c.
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Parameter

1 Data File
Name

Title

Comment

2

3

4 Origin
5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

Value

C:/ Users/ Luna/
Desktop/ RMN/ MBH
Cl1 oxi/ 10/ fid

MBH CI1 oxi

C

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.9
zg30

8

69
1.0000

11.3800
5.3687

2017-03-31T14:49:56

2017-03-31T14:50:41

300.19

20 Spectral Width 6103.5

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

-601.4

1H
32768
65536

1.00= —
1.00= —m-

3

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

1.5

E40. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClIs) do 2-metileno-3-oxo-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 9c.
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o N NTO—oOo-
~ < SS<Ea oo ™~ Parameter Value
<)) te) T OMmmAN o
— — =A== n 1 Data File Name C:/ Users/ Luna/
| N '\- \// Downloads/ JR4sUqL7/
Cintia/ MBH CI1 oxi/ 20/
fid
O O 2 Title MBH CI1 oxi
3 Comment C
e 4 Origin Bruker BioSpin GmbH
O 5 Owner nmr
6 Site
CI 7 Spectrometer  FOURIER300
8 Author
9 Solvent CDCI3

10 Temperature 295.0
11 Pulse Sequence zgpg30
12 Number of 271

Scans
13 Receiver Gain 501
14 Relaxation 2.0000
Delay

15 Pulse Width 12.0000

16 Acquisition Time 1.3422

17 Acquisition Date 2017-03-31T14:52:10
18 Modification 2017-03-31T15:07:24

Date
19 Spectrometer  75.48
Frequency
20 Spectral Width 24414.1
21 Lowest -4649.4
N Frequency
22 Nucleus 13C

23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f1(00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E41. Espectro de RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metileno-3-0x0-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 9c.
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E42. Espectro no IV do 2-metileno-3-0xo0-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 9d.
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E43. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metileno-3-oxo-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 9d.
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Anexos

g E 8 g 5 H 0'3 Parameter Value
6 6 BN o =) %)
\/ \/ 1 Data File C:/ Users/ Lenovo/
Name Documents/ backup
pro novo pc/ RMN/
MBH N oxi/ 10/ fid
2 Title MBH N oxi
O O 3 Comment C
4 Origin Bruker BioSpin GmbH
e
O 5 Owner nmr
6 Site
O N 7 Spectrometer FOURIER300
2
8 Author
9 Solvent CDCI3
10 Temperature 294.9
11 Pulse zg30
Sequence
12 Number of 8
Scans

13 Receiver Gain 82

14 Relaxation 1.0000
Delay

15 Pulse Width ~ 11.3800
16 Acquisition 5.3687

Time

17 Acquisition 2017-03-31T14:38:46
Date

18 Modification ~ 2017-03-31T14:39:31
Date

19 Spectrometer 300.19
Frequency

20 Spectral Width 6103.5

21 Lowest -601.7
Frequency

| 22 Nucleus 1H
23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536

2.02=
3.06—=

1.01—=

T 1 T - r - T T T - 1 - 1 - 1 - 1 T 1T 1 T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

E44. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metileno-3-oxo-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 9d.
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E45. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-ox0-3-fenilpropanoato de metila 12a.

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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4.45
4.43
4.40
4.38
3.69

152
~N-1.49

/
hy

Parameter

Value

1 Data File Name C:/ Users/ Luna/

Title
Comment
Origin
Owner
Site

o b wWN

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

Downloads/ jWfkEVZo/
MBH H 12/ 10/ fid

MBH H 12

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
297.1
zg30

65
1.0000

11.3800
5.3687

2017-04-07T14:52:41

2017-04-07T14:53:26

19 Spectrometer 300.19
Frequency
20 Spectral Width 6103.5
21 Lowest -602.0
Frequency
22 Nucleus 1H
I 23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536
M: l ‘. ./\J ull i
E s E)
— %) (32
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

E46. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) do 2-metil-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 12a.
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Parameter

196.0
171.5

1 Data File
Name

—52.7
—48.2
14.0

O O 2 Title

Comment

w

Origin
Owner
Site

[ BT, B Y

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral

| Width

| 21 Lowest
Frequency

| 22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Luna/
Downloads/
jWfkEVZo/ MBH H 12/
20/ pdata/ 1/ 1r

MBH H 12

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
297.2

2gpg30
222

501
2.0000

12.0000
1.3422

2017-04-07T14:55:25

2017-04-07T15:07:52

75.48

24414.1

-4648.8

13C
32768
32768

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f1(00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E47. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila 12a.
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

E48. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-0x0-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 12b.
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Parameter

1 Data File Name

2 Title

3 Comment

4 Origin

5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature
11 Pulse Sequence

12 Number of Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition Time
17 Acquisition Date

18 Modification Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Luna/
Dropbox/ Tese
Luna/ RMN/
Luna_MBH_OMe
_12/
Luna_MBH_OMe
_12/ 1/ fid

Luna_MBH_OMe
_12

Luna_MBH_OMe
_12 1H 14/ 02/
2017

Bruker BioSpin
GmbH

nmrsu

spect

CDCI3_3mm
295.1

zg30

60

18

1.0000
7.0000
2.7263

2017-02-14T17:
24:00

2017-02-14T16:
27:44

600.13

12019.2
-2315.4

1H
32768
65536

0~ © NONO © N o ®©
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~ ~ — M ™

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

E49. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClI3) do 2-metil-3-0x0-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 12b.
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194.5
—171.7
—164.0
—131.2
~-128.8

114.1
—55.7
~52.6
—47.9

14.1

Parameter

Value

1 Data File Name C:/ Users/ Luna/

2 Title
Comment

w

Origin
Owner
Site

o U b

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Desktop/ RMN/
Luna_MBH_OMe_12/
Luna_MBH_OMe_12/ 3/
fid

Luna_MBH_OMe_12

Luna_MBH_OMe_12
13C 14/ 02/ 2017

Bruker BioSpin GmbH
nmrsu

spect

CDCI3_3mm
295.2
zgpg30

2500

203
2.0000

13.5000
0.9088

2017-02-14T21:11:00

2017-02-14T20:11:20

150.90

36057.7
-2921.3

13C
32768
65536

f1 (ppm)

E50. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-0x0-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 12b.

181



(@) @)
139
O/
Cl
111
75
224
50
L, %9 69 8 101 ] 419125 136 147 157 164 181 19 209 1
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

E51. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-oxo-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 12c.

Anexos

182



7.94
791
747
\-7.45

Cl

4.39
4.37
4.35
4.32

/
Y

—3.69

1,51
~N1.48

Parameter

2 Title
Comment

w

Origin
Owner
Site

[N, B

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size

Value

1 Data File Name C:/ Users/ Luna/

Downloads/ EtCnmYN5/;
Cintia/ MBH Cl 12/ 10/
fid

MBH Cl 12

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
295.2
zg30

8

66
1.0000

11.3800
5.3687

2017-03-28T14:07:01

2017-03-28T14:07:46

300.19

6103.5
-601.1

1H
32768
65536

I 24 Spectral Size

2.01=

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

5.5 5.0 4.5

4.0
f1 (ppm)

3.5

E52. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metil-3-0x0-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 12c.
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5
6
Cl
7
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9

Parameter

Value

Data File Name C:/ Users/ Luna/

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer

Author

Solvent

10 Temperature
11 Pulse Sequence
12 Number of

Scans

13 Receiver Gain
14 Relaxation

Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition Time 1.3422

17 Acquisition Date 2017-03-28T14:10:00
18 Modification

Date

19 Spectrometer

Frequency

20 Spectral Width
21 Lowest

Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
! ! 24 Spectral Size

Downloads/ EtCnmYN5/
Cintia/ MBH Cl 12/ 20/
fid

MBH Cl 12

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
295.3

2gpg30
234

501
2.0000

12.0000

2017-03-28T14:23:09

75.48

24414.1
-4649.3

13C
32768
65536

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f (100 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E53. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-ox0-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 12c.
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E54 Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-ox0-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 12d

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Value

Data File Name C:/ Users/ Lenovo/

oMMTMNMAN—-ONT MmN - T =N o n o
MMM e — A A e M op) N N LN Parameter
O 00 CO 00 CO 0O CO 00 0O OO O CO T T (3] —
S [ —
O O
~ 2 Title
(0]
3 Comment
02N 4 Origin
5 Owner
6 Site
7 Spectrometer
8 Author
9 Solvent
10 Temperature
| 11 Pulse
Sequence

[ 20 Spectral Width

12 Number of

Scans

13 Receiver Gain
14 Relaxation

Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition

Time

17 Acquisition

Date

18 Modification

Date

19 Spectrometer

Frequency

i 21 Lowest

%
-

Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Desktop/ 1SJypSuZ/
New folder/ New
folder/ Luna_N 12/ 10/
fid

Luna_N 12

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.4
zg30

16

278
1.0000

11.3800
5.3687

2017-08-07T15:29:56

2017-08-07T15:31:32

300.19

6103.5
-602.3

1H
32768
65536

2.06=
2.08=
1.001
3.05—

3.11=

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

E55. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) do 2-metil-3-0x0-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 12d
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< ~N n N
< = S o < o ® <)) N Parameter Value
(<)) N < N N ™M o ™
— — — — - 1 < ~N — 1 Data File Name C:/ Users/ Lenovo/
| | | | | | Desktop/ 1SJypSuz/
New folder/ New folder/
Luna_N 12/ 20/ fid
0] @] 2 Title Luna_N 12
3 Comment
O/
4 Origin Bruker BioSpin GmbH
5 Owner nmr
O2N 6 Site
7 Spectrometer  FOURIER300
8 Author
9 Solvent CDCI3

10 Temperature 294.9
11 Pulse Sequence zgpg30
12 Number of 10630

Scans
13 Receiver Gain 501
14 Relaxation 2.0000
Delay

15 Pulse Width 12.0000

16 Acquisition Time 1.3422

17 Acquisition Date 2017-08-07T15:56:09
18 Modification 2017-08-08T01:33:31

Date

19 Spectrometer  75.48
Frequency

20 Spectral Width 24414.1

21 Lowest -4648.7
Frequency

22 Nucleus 13C

23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f 1(00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E56. Espectro de RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-ox0-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 12d.
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E57. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-hidroxi-3-fenil-propanoato de metila 13a.
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Parameter

7.36
7.35
7.34
7.33
7.31
7.29
7.28
7.27
7.25
2.94
2.94
2.93
2.85
2.82
2.81
2.80
2.79
2.78
2.75
1.14
1.12
1.02
1.00

_~3.73
~-3.68

[
§
z
;
Z
|

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer
Author

O 0N oOuUul A~ WN

Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

| 21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size

Value

Data File Name C:/ Users/ Luna/

Downloads/ jWfKEVZo/
MBH H red/ 10/ fid

MBH H red

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
297.1
zg30

38
1.0000

11.3800
5.3687

2017-04-07T14:30:14
2017-04-07T14:30:59
300.19

6103.5
-603.5

1H
32768
65536

J 24 Spectral Size

1.5
1.5
3.0
1.4

0.511
| 1.44
2.97%

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

E58. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metil-3-hidroxi-3-fenil-propanoato de metila 13a.
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< NN MmWwWo —

) —H 000N WO O ™~ QAN Qo X
~N S T ANANANANANAN (2l NN O T o
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I | =" NN (I

2

OH O 3

4

e 5

O 6

7

8

9

Parameter

Value

Data File Name C:/ Users/ Luna/

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer
Author

Solvent

10 Temperature
11 Pulse Sequence
12 Number of

Scans

13 Receiver Gain
14 Relaxation

Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification

Date

19 Spectrometer

Frequency

20 Spectral Width
21 Lowest

Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Downloads/ jWfkEVZo/
MBH H red/ 20/ fid

MBH H red

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
297.2

zgpg30
273

501
2.0000

12.0000

1.3422
2017-04-07T14:32:49
2017-04-07T14:48:10

75.48

24414.1
-4649.1

13C
32768
65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 11(3c (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E59. Espectro de RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-hidroxi-3-fenil-propanoato de metila 13a.
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x10 6
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771
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IR ol o | i “\m
T

175.1 193.1
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163.1

2241
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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E60. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 13b.
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ONITONN O TSN NO D —HTOYTON—A AN O O MmoN
NANANAN O 0 OCOONNNO COOOMNWOW®OW®ONNNMN —— oo Parameter Value
NNNNWOWOWOVO [FORTORTOR M aANNNNNNAN - - - O
=y =" — = s ~ 1 Data File Name C:/ Users/ Luna/
Downloads/ HVx0Be3I/
MBH OMe red/ 10/ fid
2 Title MBH OMe red
OH O 3 Comment
- 4 Origin Bruker BioSpin GmbH
O 5 Owner nmr
6 Site
~
O 7 Spectrometer FOURIER300
8 Author
9 Solvent CDCI3
10 Temperature 297.4
11 Pulse 2930
Sequence
12 Number of 16
Scans
13 Receiver Gain 38
14 Relaxation 1.0000
Delay
15 Pulse Width 11.3800
16 Acquisition 5.3687
Time
17 Acquisition 2017-04-10T10:09:13
Date
18 Modification 2017-04-10T10:10:49
Date
19 Spectrometer 300.19
Frequency
| 20 Spectral Width 6103.5
| 21 Lowest -602.6
I Frequency
22 Nucleus 1H
23 Acquired Size 32768
| 24 Spectral Size 65536
! L _
il
AN Lk S L &L
- - ® @ N o in SEN
< ™ - o N NN ™ [l

E61. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClI3) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 13b.
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Parameter

176.3

159.1
~133.7
/128.0
~127.3
—~76.2
~73.6
554
_~52.0
473
467
—14.6
—11.2

2 Title
3 Comment

OH O

4 Origin
e 5 Owner

O 6 Site

A 7 Spectrometer
O 8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

1 Data File Name C:/ Users/ Luna/

Downloads/ HVx0Be3I/
MBH OMe red/ 20/ fid

MBH OMe red

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

cpai3
297.5
2gpg30

255

501
2.0000

12.0000
1.3422

2017-04-10T10:12:21

2017-04-10T10:26:41

75.48

24414.1
-4648.8

13C
32768
65536

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E62. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-metoxifenil)-propanoato de metila 13b.
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Anexos

OH O
88.1

141.1 Cl

771

51.1
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

E63. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 13c.
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NON<TMOMOANAOONOMN NOONWLL ST M
NININNNNNNNNNDN N < I <
L L L S [ [ [ R— |
o~

|

|

|

|

I}

3.74

371

88888‘589‘.3.? ‘.1.’288 Parameter
MmN — )

2 Title
Comment

w

Origin
Owner
Site

a U n

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Value

Data File Name C:/ Users/ Lenovo/

Desktop/ 1SJypSuz/
New folder/ New folder/
Luna_CL red 1/ 10/ fid

Luna_CL red 1

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.5

11 Pulse Sequence zg30

16

98
1.0000

11.3800

16 Acquisition Time5.3687

2017-08-08T14:04:17

2017-08-08T14:05:52

300.19

6103.5
-599.0

1H
32768
65536

3 4 gy 8% 4%
<+ o — AN O — — o«
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f1 (ppm)

E64. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 13c.
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—176.2

—140.2
1339
128.8
128.1
/5.8
—52.2
—47.1
14.6

/L

OH O )

w

() IO,

7
8

9

Parameter

Value

Data File Name C:/ Users/ Lenovo/

Title
Comment
Origin

Owner

Site
Spectrometer

Author

Solvent

10 Temperature
11 Pulse Sequence
12 Number of

Scans

13 Receiver Gain
14 Relaxation

Delay

15 Pulse Width
16 Acquisition

Time

17 Acquisition

Date

18 Modification

Date

19 Spectrometer

Frequency

20 Spectral Width
21 Lowest

Frequency

| 22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

Desktop/ 1SJypSuZ/
New folder/ New folder/
Luna_CL red 1/ 20/ fid

Luna_CL red 1

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.6

zgpg30
336

501
2.0000

12.0000
1.3422

2017-08-08T14:07:21

2017-08-08T14:26:16

75.48

24414.1
-4649.0

13C
32768
65536

200

190

180

170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

E65. Espectro de RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-clorofenil)-propanoato de metila 13c.
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x10° OH O
2,5+ 88.1 O/

571 152.1

05
’ 771 106.1
511 61 941 122.1 1351 11601 179 1914 2071 2212 g
O, [ LA R PN A R A A A L L [ [ R A N I I P | L ol R A Ll \

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

E66. Espectro de massas (El, 70 eV) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 13d.
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8.25
8.25
8.23
8.22
8.22
7.56
7.56
7.53
7.53

| S

k

/
h

OH

=

-

3.254

3.23=%

0.56= ~—~——

1.06%

©
1O Parameter
~—

Data File
Name

2 Title

Comment

w

Origin
Owner
Site

Spectrometer
Author

0w N o v b

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
| Frequency

20 Spectral
Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size

1.631

24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Lenovo/
Desktop/ SD1SJX2s/
Luna_N red/ Luna_N
red/ 10/ fid

Luna_N red

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.6
zg30

16

136
1.0000

11.3800
5.3687

2017-08-08T15:17:24

2017-08-08T15:19:00

300.19

6103.5

-599.0

1H
32768
65536

45 4.0
f1 (ppm)

E67. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 13d.
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Parameter

176.2
175.8
149.0
148.7
147.8
147.4
127.6
127.0
123.8
123.7

1 Data File
Name

— /2.4
~72.6
—~52.3

- 46.8
~45.8
—14.6
—10.3

O H O 2 Title

Comment

w

Origin
Owner
Site

o v b

02N 7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature

11 Pulse
Sequence

12 Number of
Scans

13 Receiver Gain

14 Relaxation
Delay

15 Pulse Width

16 Acquisition
Time

17 Acquisition
Date

18 Modification
Date

19 Spectrometer
| Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest
Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size

24 Spectral Size

Value

C:/ Users/ Lenovo/
Desktop/ SD1SJX2s/
Luna_N red/ Luna_N
red/ 20/ fid

Luna_N red

Bruker BioSpin GmbH
nmr

FOURIER300

CDCI3
294.8
zgpg30

3000

501
2.0000

12.0000
1.3422

2017-08-08T15:31:59

2017-08-08T18:21:06

75.48

24414.1
-4648.9

13C
32768
65536

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f1?0 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

E68. Espectro de RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) do 2-metil-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 13d.

Anexos

199



Anexos

ST AN—~OoOnNMLIMmANN AN N © < TONOO® o N Parameter Value
NANANNNANLLLLWLLWDLWD LWL LW N N N 0 NN =)
WWWWWOWWONNNNNNN N 0 ™ NANNNNN — .
w W v | W \/ 1 Data File Name C:/ Users/
Lenovo/
Desktop/
1SJypSuZ/ New
OH O folder/ New
folder/ Luna_N
Sc/ 10/ pdata/
O/ 1/ 1r
2 Title Luna_N Sc
3 Comment
O,N
4 Origin Bruker BioSpin
GmbH
5 Owner nmr
6 Site

7 Spectrometer FOURIER300
8 Author

9 Solvent CDCI3
10 Temperature 294.3
11 Pulse Sequence zg30
12 Number of Scans 256

13 Receiver Gain 286
14 Relaxation Delay 1.0000

15 Pulse Width 11.3800
16 Acquisition Time 5.3687
17 Acquisition Date 2017-08-07T15:
08:33
18 Modification 2017-08-07T15:
Date 22:02
19 Spectrometer 300.19
Frequency
I 20 Spectral Width ~ 6103.5
21 Lowest -599.0
Frequency

2.12=

3.07—=

t 22 Nucleus 1H
L,M I JJA 23 Acquired Size 32768
e —JL—/\' 24 Spectral Size 65536
g .
i

5

T T T T T — T T T T T T 1 e e e B
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f1 (ppm)

E69. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClIs) do syn-2-metil-3-hidroxi-3-(p-nitrofenil)-propanoato de metila 13d.
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AR ] SSERHI Parameter  Value
OGNS ° TN 1 Title Luna_MCP_tia
N TSN N S solidona
/\/:O 2 Origin Bruker
N BioSpin GmbH
3 Owner nmr
02N 4 Spectrometer FOURIER300
5 Solvent CDCI3
6 Temperature 295.0
7 Pulse zg30
Sequence
8 Number of 16
Scans
9 Receiver Gain 122
10 Relaxation 1.0000
Delay
11 Pulse Width  12.0000
12 Acquisition  5.3687
Time
13 Acquisition  2014-09-11T1
Date 0:45:44
14 Modification 2014-09-11T1
Date 0:47:20
15 Spectrometer 300.19
Frequency
! 16 Spectral 6103.5
Width
| | 17 Lowest -603.5
Frequency
18 Nucleus 1H
| | | 19 Acquired Size 32768
20 Spectral Size 65536
JL —— A Acemnd
(g\] NN ™M — o -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

E70. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClIs) do 2-p-nitrofenil-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona 18a.
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Anexos

MARIINNR]SAn33 Saa® Parameter Value
W"'m\; "’\“:;”/“" s 1 Tit.le_ LSS MCP_ cl .
/\R 2 Origin Bruker BioSpin
@) GmbH
N 3 Owner nmr
4 Spectrometer FOURIER300
Cl 5 Solvent CDCI3
6 Temperature 296.2
7 Pulse Sequencezg30
8 Number of 8
Scans
9 Receiver Gain 62
10 Relaxation 1.0000
Delay
11 Pulse Width ~ 12.0000
12 Acquisition 5.3687
Time
13 Acquisition 2015-01-26T14
Date :126:42
14 Modification ~ 2015-01-26T14
Date :27:26
15 Spectrometer 300.19
Frequency
16 Spectral Width 6103.5
17 Lowest -599.0
Frequency
| 18 Nucleus 1H
| 19 Acquired Size 32768
20 Spectral Size 65536
ﬁ ' il
e i JL J
2 &%
i -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

E71. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDClI3) do 2-p-clorofenil-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona 18b.
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ARIQIEAT B SOERAERBIHR Parameter Value
NNNNNNNNNOWV T FMmOMmmmmmmmm .
e N P N BEIE S 1 Title LSS MCP A
/>§O 2 Origin Bruker BioSpin
N GmbH
3 Owner nmr
~ 4 Spectrometer FOURIER300
o 5 Solvent CDCI3
6 Temperature 296.1
7 Pulse Sequencezg30
8 Number of 16
Scans
9 Receiver Gain 120
10 Relaxation 1.0000
Delay
11 Pulse Width ~ 11.3800
12 Acquisition 5.3687
Time
13 Acquisition 2015-01-26T14
Date :15:52
14 Modification ~ 2015-01-26T14
Date :117:27
15 Spectrometer 300.19
Frequency
16 Spectral Width 6103.5
17 Lowest -603.5
Frequency
! | 'I 18 Nucleus 1H
19 Acquired Size 32768
| 20 Spectral Size 65536
R - £d%
()} — i ~ — N
: : —

T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 -05
f1 (ppm)

E72. Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) do 2-p-metoxifenil-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona 18c.
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