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RESUMO

A grande relevancia dos B-amino-a-hidroxiacidos quirais na Sintese Organica é
estabelecida pela presenca destes compostos na estrutura de farmacos de
importancia primaria para a sociedade. Como principais exemplos, podem-se citar 0s
medicamentos envolvendo taxanos, uma classe de diterpenos largamente utilizada
como agentes antineoplasicos para tratamento de diversos tipos de cancer. Visando
a proposicdo de uma rota sintética eficiente e estereosseletiva para esses blocos
construtores, as reacdes de epoxidacédo de alcenos (reagcao de Prilezhaev) como o
trans-cinamato de etila e derivados foram escolhidas como alternativa. Na primeira
etapa do trabalho, testamos duas metodologias, uma quimica e outra biocatalitica,
para o trans-cinamato de metila. Enquanto a primeira metodologia resultou em
conversado completa ao epoxido em 5 horas, o sistema biocatalitico apresentou uma
cinética bastante lenta e com formacao de produtos laterais. Para a segunda etapa, a
execucao da rota sintética racémica partindo do acido trans-cinamico foi realizada em
guatro etapas: i) esterificacdo do acido trans-cinamico 3 para a trans-cinamato de etila
4, ii) epoxidacdo de 4 para o 3-fenil-1-glicidato de etila 5, iii) abertura do epoxido e
sintese da oxazolina utilizando benzonitrila, resultando no 3,4-difenil-4-oxazolina-2-
carboxilato de etila 6 e, por fim, iv) abertura de 6 em meio acido para obtencao do 3-
fenil-2-hidroxi-3-benzamido propianato de etila 7. A caracterizacdo completa dos
produtos de cada etapa foi realizada. Na parte final, dois métodos de epoxidacao
biocatalitica assimétrica foram triados utilizando o trans-cinamato de etila como
substrato modelo. Utilizamos um sistema com lipase, UHP e N-benzil-L-prolinato da
etila em diclorometano e também em acetonitrila. A conversdo ao epoxido, mesmo
apos 72 horas, néo foi observada. A razdo mais provavel para o resultado observado
foi a ineficiéncia do derivado de L-prolina em atuar como fonte de peroxiacidos para a
reacao de Prilezhaev, que pode ter ocorrido por impedimentos estéricos causados

pela cadeia lateral do éster deste composto.

Palavras-chave: Epoxidacao. Lipase. Estereosseletividade.



ABSTRACT

Chiral B-amino-a-hydroxyacids have a great relevance in the field of Organic
Synthesis, primarily because of their role as building blocks for the production of
anticancer drugs. The most remarkable example figures in formulations containing
taxane derivatives, a class of diterpenes used as antineoplasic drugs for the treatment
of solid tumors. In this work, we aim for an efficient and stereoselective synthetic route
for chiral B-amino-a-hydroxyacids and we chose the epoxidation of alkenes (Prilezhaev
reaction), such as trans-ethyl cinnamate and its derivatives, as an alternative. In the
first part, we tested two epoxidation methodologies for trans-methyl cinnamate: a
chemical one, that gave us to total conversion in 5 hours of reaction, and a biocatalytic
one, that we observed only 2% conversion in 72 hours, with the formation of
byproducts. For the second part, we completely executed the synthetic route with four
steps, starting from trans-cinnamic acid: i) esterification of trans-cinnamic acid 3 to
trans-ethyl cinnamate 4, ii) epoxidation of 4 to ethyl 3-phenyl-1-glicidate 5, iii) epoxide
opening with benzonitrile to yield the oxazoline 6 and iv) oxazoline opening in acid
media to reach the B-amino-a-hydroxyester 7. The products of each step were
successfully characterized. In the final part, two chiral biocatalytic epoxidation methods
were tested utilizing trans-ethyl cinnamate as model substrate. We used a
chemoenzymatic system consisting of a lipase, UHP and N-benzyl-L-proline ethyl
ester, in dichloromethane or acetonitrile, but no conversion was observed in 72 hours.
The reason for these results might have been an inefficiency of the proline ester to act
as a peroxyacid source, which could be explained by steric effects occurring in the

active site of the enzyme.

Keywords: Epoxidation. Lipase. Stereoselectivity.
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1 Introducao

Uma classe de compostos quirais de grande interesse para a Sintese Orgéanica
€ a dos B-amino-a-hidroxiacidos, pois sao blocos construtores presentes em diversos
farmacos, como o paclitaxel, docetaxel e cabazitaxel (Figura 1), importantes agentes
antineoplasicos, nos quais constituem a cadeia lateral, como destacado. O paclitaxel
foi primeiramente isolado das folhas e cascas de Taxus brevifolia em 1969 e teve, nas
duas décadas subsequentes, atividade citotoxica comprovada para diversos tipos de
tumores, como os de pulmao, ovario, mama e prOstata, gerando interesse em

pesquisas mais aprofundadas (Cragg, 1998; Sun et al., 2018; Yared e Tkaczuk, 2012).

HO1 -

S

Figura 1. Estruturas para o a) paclitaxel (Taxol®), b) docetaxel (Taxotere®), ¢) cabazitaxel (Jevtana®)
e d) a 10-DAB.

As fontes naturais, no entanto, oferecem apenas cerca de 50 mg de paclitaxel
por kg de planta e o crescimento bastante lento dessa espécie tornou inviavel a
producdo deste farmaco exclusivamente pelo isolamento. Dessa maneira, 0
desenvolvimento de uma rota sintética foi tido como alternativa. Uma metodologia que
ganhou destaque foi uma semi-sintese através do acoplamento da cadeia lateral, um
B-amino-a-hidroxiacido, a 10-deacetilbacatina (10-DAB, Figura 1d). Este nucleo
multiciclico pode ser isolado em quantidades de 1g por kg das folhas das plantas, as

quais possuem rapida regeneracdo, e a cadeia lateral, portanto, tornou-se alvo de
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varias propostas sintéticas para ser acoplada a 10-DAB (Forr6 e Filop, 2010; Ha et
al., 1998; Rodrigues et al., 2005; Wilding et al., 2015; Zhou e Mei, 2003). Além disso,
0s grupos farmacoforicos destes taxanos, ja descritos em 1999, incluem a cadeia
lateral e o substituinte benzoato do anel de 8 membros (Ojima, et al., 1999), o que
tornou ainda mais interessante a sintese através deste acoplamento, pois novos
derivados poderiam ser estudados.

Entre as metodologias propostas para a sintese de [-amino-a-hidroxiacidos
quirais existem rotas quimicas (Denis et al., 1986; Er e Coskun, 2009; Gupta et al.,
2019; Ha et al., 1998; Hidasova et al., 2018; Wang et al., 1994; Zhou e Mei, 2003) e
guimioenzimaticas (Forr¢ et al., 2015; Forro e Fulop, 2010; Milagre, 2005; Rodrigues
et al., 2005; Wilding et al., 2015). Como exemplificado na Figura 2a, uma rota quimica
€ proposta por Gupta e colaboradores. O catalisador de VANOL-borato (catalisador
A) utilizado é responsavel por interagir com a carbonila do aldeido de maneira a permi
tir que o ataque nucleofilico do composto diazo ocorra apenas por uma das faces.
Apés a liberacdo do substituinte N2 na forma de gas nitrogénio, uma adicdo
intramolecular produz epéxidos com excesso enantiomérico (ee) entre 37 e 97%. Com
a estereoquimica definida, é possivel produzir o f-amino-a-hidroxiacido quiral a partir

da abertura do epoxido (Gupta et al., 2019).

™\
i A O
Catalisador A Q O O
(o] n-Bu H. ,
JL _nBu (5mol%) ! Ph)LNH o) Ph wo! © Ph
H+ N~ —... Ph NH —= /_\)l\ oh B-0,, Ph
H tolueno o) Ph” " Ot " © O
-40°C ¢ =20~90% OH
ee = 37~97% Q
Catalisador A
b)
(@]
Q | -1CN o
PhCN N Nitrilase HN
CN —_— = <
BF3.Et,0 pH 8, DMSO COOH
Tampé&o Tris/HCI
OH
¢ = 65~90%
ee < 80%

J

Figura 2. a) Epoxidacdo promovida por um catalisador VANOL-borato (Gupta et al., 2019) b) Uso de

nitrilase para obtencédo de um derivado B-amino-a-hidroxiacido (Wilding, et al., 2015).
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Ja na Figura 2b, Wilding e colaboradores propdem a obtencdo da oxazolina
mostrada a partir de um epoéxido quiral. Apés esta etapa, a abertura da oxazolina pode
ser realizada simultaneamente a hidrolise do substituinte nitrila por uma enzima
nitrilase, obtendo-se diretamente o B-amino-a-hidroxiacido com ee de até 80%
(Wilding et al., 2015).

Observando-se as metodologias supracitadas, o uso de epoxidos quirais como
intermediarios para a obtencdo de 3-amino-a-hidroxiacidos quirais é interessante, pois
podem ser formados de maneira enantiosseletiva e sua abertura pode ser feita

preservando 0 excesso enantiomeérico até o produto final.
1.1 Reacdes de epoxidacao

A primeira reacdo de epoxidacdo relatada envolveu uso de peroxiacidos na
presenca de alcenos e foi desenvolvida por Prilezhaev (Prilezhaev, 1909). Esta reacao
ocorre espontaneamente através de um mecanismo concertado (Figura 3), em que o
alceno é responsavel por um ataque nucleofilico ao oxigénio destacado em vermelho
(Mello et al., 2012), proporcionando a formacdo do epoxido apds passagem pelo
estado de transicdo mostrado. Esta reacdo ocorre de maneira estereoespecifica:

alcenos E geram epOxidos trans e alcenos Z geram epéxidos cis.

0
) JJ\ R R
H/ \O R 1 O 3
-

0 R O R
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H
H o) « O
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[ » Ry ) Ri —» | R /Y Rs
: N A : : I__\ :
R, Ry R, Rq j\
B ~ R7OH
. J

Figura 3. Mecanismo para a epoxidacao de alcenos relatada por Prilezhaev.
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No fim da década de 70 e inicio da década de 80, o trabalho de Sharpless e
Katsuki trouxe as primeiras epoxidacdes enantiosseletivas (Figura 4), para alcoois
alilicos, utilizando o ambiente quiral fornecido pela combinacédo entre isopropoxido de
titnio(IV), hidroperoxido de t-butila e D-(+)-dietil-tartarato ou L-(-)-dietil-tartarato,

dependendo da estereoquimica desejada (Katsuki e Sharpless, 1980).

e N
R OH
alo 1
ietil tartal 0
D_k.)—d\e
Ry
R OH .
1 cat. Ti(O'Pr), Rj
R N O
2 Ho™
R
L~(+)fimg:
) d!etlf ta"tarato
Y J

Figura 4. Sistema de epoxidacdo enantiosseletiva desenvolvido por Sharpless e Katsuki.

Desde entdo, diversos sistemas para epoxidacdo enantiosseletiva foram
desenvolvidos, tanto utilizando a catalise metalica (Bhor et al., 2005; Colladon et al.,
2007; Miao et al., 2017; Ottenbacher et al., 2012; Prasetyanto e Khan, 2010; Srour et
al., 2013) quanto a organocatalise (Akagawa e Kudo, 2011; Candu, et al., 2018; Davis
et al., 2014; Jensen et al., 2012; Shirakawa e Marouka, 2013; Wong e Shi, 2008). Na
Figura 5a, um catalisador organometalico com centro de manganés é utilizado em
conjunto com Oxido de grafeno para epoxidacéo de ésteres a,B-insaturados, obtendo-
se excesso enantiomérico de 84%. Ja na Figura 5b, um peptideo atua como
organocatalisador para promover a epoxidacdo de cetonas a,B-insaturadas na
presenca de peroxido de hidrogénio, atingindo excesso enantioméricos de até 98%.

Tendo em vista a aplicabilidade dos epdxidos as rotas assimétricas em geral, é
importante observar que as metodologias de sintese ainda possuem grande presenca
de reagentes, catalisadores e auxiliares quirais de elevado custo, com a
predominancia de complexos metalicos, e que em muitos casos ndo podem ser

recuperados (Dinca et al., 2016; Garcia-Bosch et al., 2008; Gémez et al., 2007; Miao
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et al., 2018; Nie et al., 2013; Pielichowski e Kowalski, 2010), fazendo com que
processos de baixo custo e ambientalmente mais amigaveis sejam bem-vindos.
Levando em conta o contexto atual que envolve a Quimica Verde, a biocatélise se
revela uma excelente ferramenta para tornar essas etapas mais sustentaveis sem

perda da estereosseletividade.

a)
Catalisador B
0 o o t-Bu
/\)J\ 6xido de grafeno o ‘L
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OEt

H0,, -20 °C
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Catalisador B

b)
0 (o]
Catalisador C o
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Ph R ~ Ph R
UHP, DBU
THF c=40~92%
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Figura 5. a) Epoxidacéo assimétrica utilizando complexo metélico de manganés na presenca de 6xido
de grafeno (Miao et al., 2017). b) Epoxidacdo assimétrica utilizando um peptideo como catalisador
(Davis et al., 2014).

1.2 Biocatalise

A biocatélise é o processo pelo qual transformacdes organicas ocorrem com 0
auxilio de catalisadores biol6gicos, que se configuram geralmente como enzimas ou
células integras. Apesar de praticada pelos seres humanos ha séculos na producao
de alimentos e bebidas, os biocatalisadores s6 passaram a ser utilizados em sintese
organica no inicio da década de 80 (Pereira e Sheldon, 2017).

Uma caracteristica marcante da biocatalise se encontra na excelente quimio,
regio e enantiosseletividade dos catalisadores utilizados, o que os torna eficientes em
processos complexos como a resolucdo de misturas racémicas. Além disso, 0s
biocatalisadores sdo biodegradaveis e de fontes renovaveis, sua grande vantagem
frente os catalisadores metdlicos, e geralmente promovem reagfes em condicdes

mais brandas, atendendo portanto a varios dos Principios da Quimica Verde (Anastas
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e Warner, 1998; Faber, 2011; Ferreira-Leitdo et al., 2017; Goncalves e Marsaioli,
2013; Ringborg e Woodley, 2016; Woodley e Sheldon, 2018).

Devido a essas caracteristicas, a aplicagcdo industrial de processos biocataliticos
vem crescendo gradualmente e de forma bastante diversa, abrangendo as areas de
quimica fina e pesada nos segmentos farmacéutico, alimenticio e cosmético (Thalen
et al., 2009; Rodriguez-Colinas et al., 2011; Seo et al., 2012; Cui et al., 2014; Choi et
al., 2015; Ouyang e Jin, 2015). Na Tabela 1 sdo mostrados trés exemplos: i) a sintese
da acrilamida, utilizada para confeccdo de polimeros, ii) a producdo de (R)-
epicloridrina, aplicada a sintese de diversos polimeros e também como bloco
construtor para farmacos, e iii) 0 uso de galactosidases para producéo de prebioéticos,

como os galactooligossacarideos.

Tabela 1. Aplicacdes industriais de biocatalisadores.

Processo Referéncia
Nitrila NH
hidratase 2
/\ —_— = .
CN /\OT Cui et al., 2014
H,O
Acrilonitrila Acrilamida
Haloidrina Epoxi
desalogenase hidrolase OH .
CI\)\/CI — [\ _cl A cl HO._~_Cl Jin e Ouyang,
H,0 * 2015

1,3-dicloro-2-propanol (rac)-Epicloridrina R)-Epicloridrina 3-cloro-1,2-propanodiol
HO OH OH

& of

o OH
OH HO {)H Rodriguez-
+ i .

o o galactosidase o 0 Collnas et aI.,

HQ Ho. OH OH | O don * HQ NOH
0 o oH 2011
HOMgy 7 ©
OH Galactoollgossacarldeos Glicose

Lactose

Dentre as seis classes de enzimas existentes, a das hidrolases é a mais utilizada

Nos processos ja implementados, com destaque para as lipases.
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1.3 Lipases

As enzimas triacilglicerol hidrolases (Figura 6a), também denominadas de
lipases (EC 3.1.1.3) (Webb, 1992), sdo naturalmente encontradas em animais,
vegetais e microorganismos, sendo responsaveis por catalisar a hidrdlise de
acilglicer6is, como mostra a Figura 6b.

Entre as principais vantagens das lipases, podem-se citar a resisténcia a
solventes organicos, mais desejaveis para o uso sintético, a disponibilidade e baixo
custo destas enzimas, visto que sdo produzidas por microorganismos e a

independéncia de cofatores (Bornscheuer e Kazlauskas, 2006; Pavan et al., 2016).

a) b)
o
O)J\R OH
(0] o)
)J\ Lipase )J\ o
0o~ "R 0" R )J\
o H,0 o R OH

Figura 6. a) Estrutura tridimensional da lipase B de Candida antarctica (Fonte: PDB, 4K6G). b) Reacgéo

natural das lipases.

Uma propriedade ainda mais interessante das lipases se caracteriza na
promiscuidade enzimatica. Este termo refere-se a habilidade de uma enzima em
mostrar atividade inesperada i) em alguma condicéo reacional, ii) em relacédo a algum
substrato ou iii) para um tipo de reacdo (Dwivedee et al., 2018). Dentre as reacoes
catalisadas por lipases ja reportadas (Figura 7) encontram-se condensacoes alddlicas
(Xie et al., 2013) adicbes de Michael (Zhou et al., 2014), rea¢gbes de Baylis-Hillman
(Reetz et al., 2007), Canizzaro (Arora et al.,, 2014), Mannich (Wu et al., 2016),
condensacOes de Knoevenagel (Ding et al., 2015) e também oxidacdes, como as
epoxidacdes (Ankudey et al., 2006; Méndez-Sanchéz et al., 2014; Tornvall et al., 2007,
Zhang et al., 2017).



24

a) 0 0
’ PPL
+ —_—
37 °C
O,N NO,

c=80%
dr = 85:15 (anti/sin)
ee = 77% (anti)

A v

Figura 7. Condensacéo alddlica catalisada por lipase pancreatica de porco (PPL) (Xie et al., 2013).

Bjorkling e colaboradores publicaram o primeiro estudo sobre epoxidacdes de
alcenos catalisadas por lipases em 1990 (Bjorkling et al., 1990), no qual chamavam
atencdo para a habilidade destas enzimas em realizar tal reacdo em condicGes
brandas e com quantidades cataliticas de acidos carboxilicos presentes no meio. A
Figura 8 mostra o modo de acdo destas enzimas: o peroxiacido € formado in situ
quando peroxido de hidrogénio e acido carboxilico estdo na presenca de lipases,
liberando agua como subproduto. Quando a reacdo de Prilezhaev ocorre, o &cido

carboxilico é restaurado no meio e pode participar novamente do ciclo catalitico da

enzima.
s ™
R4 Ra Ri 5 Rs
/ A\ > <
R> R4 R5 R4
O @]
R/JL\OOH R’JL‘OH
Lipase
A v,

Figura 8. Sistema para epoxidacao de alcenos catalisada por lipase.

Desde a década de 90, muitos estudos relacionando o uso de lipases a geracdo
de epoxidos foram publicados (Kotlewska et al., 2011; Skouridou et al., 2003; Zhou et
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al., 2017), mas o escopo reacional ainda se encontra limitado, visto que alcenos
menos nucleofilicos ndo séao eficientes na reacdo de Prilezhaev.

O mecanismo de acédo das lipases para formacao do peracido ja foi descrito em
funcdo da triade catalitica (aspartato, histidina e serina) presente nestas enzimas,
como demonstrado na Figura 9. Apés ativacdo do residuo de serina através da
abstracdo do hidrogénio pelo residuo de histidina, ocorre um ataque nucleofilico da
serina ao &cido carboxilico presente no meio, formando um intermediario quaternario
I. A restituicdo da ligagcdo C=0 faz com que a hidroxila atue como grupo abandonador,
abstraindo o hidrogénio da histidina e formando o intermediario acil-enzima Il na
terceira etapa. Em seguida, a histidina age novamente como base para ativar o
perdxido de hidrogénio, possibilitando um ataque nucleofilico deste ao intermediério
acil-enzima, formando um segundo intermediario quaternario Ill. Por fim, a nova
restituicdo da ligacdo C=0 da carbonila faz com que o oxigénio do residuo de serina
abstraia o hidrogénio da histidina e o peroxiacido é formado, retornando o sitio
catalitico ao estado original (Tang et al., 2016). E importante destacar que 0 mesmo
mecanismo também ocorre na presenca de ésteres ao invés de acidos carboxilicos,

liberando neste caso uma molécula do alcool correspondente a cadeia lateral do éster.

Figura 9. Mecanismo de formacgéo do peroxiacido no sitio ativo da lipase.
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Um trabalho a ser destacado é o de Sarma e colaboradores. Como representado
na Figura 10, uma epoxidacdo assimétrica de alcenos foi realizada utilizando uma
lipase e um derivado do aminoéacido L-prolina, que atua como uma fonte de
peroxiacidos e ao mesmo tempo fornece um ambiente quiral, alcancando ee de 60-
80% (Sarma et al., 2007).

4 ™
R, O R,
N @)
|
AN Bz OMe AN
| - |
/ = Lipase, UHP ou H,0, 50% / =
¥ R
R4 = 0-NO3, m-NO», p-NO»,, o-Cl, m-Cl, p-Cl, o-Br, m-Br, p-Br, H, p-CH3
Rz = H, CH3
(N /

Figura 10. Sistema utilizado por Sarma e colaboradores para epoxidacéo enantiosseletiva de
alcenos.

O escopo de substratos do trabalho, no entanto, ndo abrange a epoxidacédo de
ésteres a,B-insaturados, que podem ser utilizados como materiais de partida para a
sintese de B-amino-a-hidroxiacidos quirais.

Considerando a importancia do paclitaxel e seus derivados, 0 extenso uso de
epoxidos como intermediarios sintéticos para a producao de B-amino-a-hidroxiacidos
quirais e o potencial de aplicacédo do sistema desenvolvido por Sarma e colaboradores
para realizacao de epoxidacdes assimétricas, um estudo para extensao do escopo de
substratos € sugerido, mirando uma rota sintética mais ambientalmente amigavel para

a obtencao da cadeia lateral do Taxol®.
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2 Objetivo

Desenvolver uma rota sintética para obtencdo de B-amino-a-hidroxiacidos
quirais e estudar as propriedades da etapa de epoxidacdo assimétrica desta rota,
proposta utilizando lipases e um catalisador derivado do aminoéacido L-prolina. Dessa
maneira, com a unido da biocatélise a organocatélise, pretende-se fornecer uma rota

eficiente e estereosseletiva para a obtencédo desses compostos.
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3 Parte experimental

Os seguintes reagentes foram utilizados, sem necessidade de purificagéo:
acetato de etila (grau PA, Merck), acetato de etila (grau HPLC, VWR), acido meta-
cloroperbenzoico (MCPBA = 77%, Sigma-Aldrich), acido sulfarico (grau PA, Synth),
acido trans-cinamico (= 99%, Aldrich), benzonitrila anidra (= 99%, Sigma-Aldrich),
bicarbonato de sodio (grau PA, NUCLEAR), bissulfito de sodio (grau PA, Synth),
cinamato de metila (= 99%, Sigma-Aldrich), etanol (grau HPLC, NEON), eterato de
trifluoreto de boro (BFs.Et20 para sintese, Sigma-Aldrich), diclorometano (grau PA,
Merck), heptano (grau PA, NEON), N-benzil-L-prolinato de etila (97%, Sigma-Aldrich),
sulfato de magnésio (PA, Vetec) e complexo de ureia-peroxido de hidrogénio (UHP
97%, Sigma-Aldrich).

A lipase utilizada foi a NOVOZYM® 435 (Lipase B de Candida antarctica,
NOVOZYM, 5000 U/g).

3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises em CCD foram realizadas para monitoramento de algumas reacdes
e como parte da avaliagdo da pureza dos produtos obtidos. Foram empregadas
cromatoplacas de aluminio (Macherey Nagel) com filme de silica gel 60 com indicador
UV2s4 e revelacdo com irradiacdo UV de 264 nm, além de reveladores quimicos verde

de bromocresol, anisaldeido e iodo (Leonard et al., 2013).

3.2 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As purificacdes por CCDP tiveram as placas preparadas com silica gel Kiesegel
DF Riedel-deHaén com 0,75 mm de espessura sobre placa de vidro (20 x 20 cm).

3.3 Cromatografia gasosa acoplada adetector deionizacdo em
chama (CG-DIC)

As analises em CG-DIC foram realizadas em cromatoégrafo gasoso SHIMADZU
GC-2010 Plus, utilizando duas diferentes colunas: RTX-5 (fase normal) e HYDRODEX
B-3P (fase quiral). O injetor utilizado foi do tipo Split em razdo 1:100 e o gas de arraste
foi hidrogénio a 1,22 mL min™.

A coluna RTX-5 possui as dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. O método

utilizado foi: temperatura inicial 80 °C (mantida por 3 minutos), velocidade de
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aguecimento 30 °C/min, temperatura final 280 °C (mantida por 3 minutos). As
temperaturas do injetor e do detector foram de 260 °C e 280 °C, respectivamente, e
as injecoes foram de 1,0 pL na concentracéo de 0,25 a 1,5 mg mL™.

A coluna HYDRODEX [3-3P possui as dimensodes de 25 m x 0,25 mm x 0,25 pum.
O método utilizado foi: temperatura inicial 100 °C, velocidade de aquecimento 3
°C/min, temperatura final 180 °C (mantida por 10 minutos). As temperaturas do injetor
e do detector foram de 180 °C e as inje¢Oes foram de 1,0 pL na concentracéo de 0,25
al5mgmL?

3.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram feitas em cromatégrafo gasoso 7890B acoplado a
espectrometro de massas 5977A da marca Agilent, com fonte de ionizagdo por
elétrons a 70 eV. A coluna utilizada foi a HP-5MS com o seguinte método: temperatura
inicial 80 °C (mantida por 3 minutos), velocidade de aquecimento de 30 °C/min até
temperatura final de 280 °C (mantida por 3 minutos). As temperaturas do injetor e da
linha de transferéncia foram de 260 °C e 280 °C, respectivamente, utilizando-se hélio
como gas de arraste a uma vazdo de 1,22 mL mint. As injecGes foram feitas com
volume de 1 pL em concentracdo proxima a 0,5 mg mL?, no modo Split em razéo
1:100. As analises foram realizadas no Instituto de Quimica de Araraquara
(IQAr/UNESP).

3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e de Carbono (RMN de 'H e 13C)

Os espectros de RMN de 'H e 3C foram registrados no espectrometro Bruker
Fourier 300 (Bo 7,05 T) na frequéncia de 300,19 MHz para o nucleo de hidrogénio e
75,5 MHz para o ndcleo de carbono. As analises de RMN foram realizadas no Instituto
de Quimica de Araraquara (IQAr/UNESP).

Os sinais de deslocamentos quimicos (6) de hidrogénio e de carbono foram
registrados em ppm.

As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais
foram caracterizados como: dupleto (d), tripleto (t) e multipleto (m).
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3.6 Espectroscopia naregido do infravermelho

Os espectros de absor¢éo na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrometro Bruker modelo Vertex 70 com transformada de Fourier, absorvendo na
regido 400 a 4000 cm por meio de reflexdo total atenuada em cristal diamante (ATR).

As andlises foram realizadas no Instituto de Quimica de Araraquara (IQAr/UNESP).

3.7 Triagem de metodologias de epoxidacao

3.7.1 Sintese do 3-fenil-1-glicidato de metila (2)

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 100,2 mg de trans-cinamato de metila
1 (0,62 mmol). Utilizando provetas, adicionaram-se 3,50 mL de CH2Cl2 e 3,50 mL de
solucdo saturada de NaHCOs. Com a mistura sob agitacéo, 279,7 mg de acido meta-
cloroperbenzoico (MCPBA) = 77% (1,6 mmol) foram adicionados. O meio reacional foi
colocado sob refluxo a 40 °C. Apos 5 horas de reacdo, cessou-se o refluxo. Apos o
resfriamento, adicionaram-se 5,00 mL de CH2Cl2 ao meio reacional e lavou-se a fase
organica trés vezes com 5,00 mL de solucéo saturada de NaHCOs3 e trés vezes com
5,00 mL de solucdo 10% de bissulfito de sédio (NaHSOs3), alternadamente. A fase
orgéanica foi seca com MgSOQa, filtrada e rotaevaporou-se o solvente para obter-se
100,7 mg de um 6leo amarelado viscoso com 91% de rendimento bruto (Adaptado de
Moyna et al., 1996).

3-fenil-1-glicidato de metila (2). FM: C10H1003. MM: 178,18 g
o) mol; 6leo amarelo claro; CG-DIC: tr = 7,54 min (RTX-5), tr =
0~ 21,44 min e 21,70 min (HYDRODEX); EM: (IE, 70 eV) m/z
(abundancia relativa %): 178 (2), 162 (7), 147 (4), 131 (13),

121 (100), 103 (7), 91 (37), 77 (14).

3.7.2 Epoxidacdo do trans-cinamato de metila (1) utilizando

lipase e UHP em acetato de etila

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 163,6 mg de trans-cinamato de metila
1 (1,0 mmol). Utilizando uma proveta, 1,50 mL de acetato de etila foram adicionados
e, com a mistura sob agitacdo, adicionaram-se 50,8 mg da lipase NOVOZYM® 435
(N435). Por fim, adicionaram-se 109,3 mg de UHP (1,2 mmol) e a temperatura foi

mantida a 30 °C. Apos 72 horas, a mistura reacional foi filtrada para separacdo da
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lipase e do UHP e o filtrado foi lavado com duas por¢des de 5,00 mL de agua destilada.
Secou-se a fase organica com MgSO4 e o solvente foi rotaevaporado, recuperando-

se 81,9 mg de uma mistura de produtos (Adaptado de Ankudey et al., 2006).

3.8 Sintese e caracterizacédo dos padrdes racémicos

3.8.1 Sintese do trans-cinamato de etila (4)

1,0 g de acido trans-cinamico (3) (6,7 mmol) foi adicionado a um baldo de fundo
redondo de 100 mL. Utilizando uma proveta, 30,0 mL de etanol grau HPLC foram
adicionados (514 mmol). Com o meio reacional sob agitacéo, adicionaram-se 620 uL
de acido sulfarico concentrado (11,6 mmol) e a reacao foi colocada sob refluxo (78
°C). Ap6s 4 horas, o sistema foi resfriado para que o etanol presente no meio fosse
rotaevaporado. O residuo foi solubilizado em 60,0 mL de acetato de etila. Lavou-se
esta fase organica trés vezes com 20,0 mL de solucdo saturada de NaHCOs e duas
vezes com 20,0 mL de agua destilada. A fase organica foi seca com MgSOQg, filtrada
e 0 solvente rotaevaporado para obter-se um o6leo levemente amarelado com
rendimento bruto de 95% (1,12 g) (Pathiranage et al., 2018).

trans-cinamato de etila (4). FM: C11H1202. MM: 176,21 g mol;
6leo amarelo claro; CG-DIC: tr = 7,61 min (RTX-5), tr = 21,58
min (HYDRODEX); EM: (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa
%): 176 (47), 148 (25), 147 (23), 131 (100), 103 (59), 91 (5),

o 77 (34). IV — (v max) (cm) 3061, 2981, 1706, 1638, 1164
s NI g~ RMN de *H— (300,19 MHz, CDCls) & (ppm) 1,36 (t, J = 7,1 Hz,
L, 2 " 3H, H11), 4,28 (q, J = 7,1 Hz, 2H, H10), 6,46 (d, J = 16,0 Hz,

1H, H3), 7,37-7,60 (m, 5H, H5-H9), 7,70 (d, J = 16,0 Hz, 1H,
H2); RMN de 3C - (75,5 MHz, CDCIz) & (ppm) 14,3 (CHs,
C11), 60,5 (CH2, C10), 118,3 (CH, C3), 128,1 (CH, C5 e C9),
128,8 (CH, C6 e C8), 130,2 (CH, C7), 134,5 (Co, C4), 144,6
(CH, C2) e 167,0 (Co, C1).

3.8.2 Sintese do 3-fenil-1-glicidato de etila (5)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 246,2 mg de trans-cinamato de etila
(4) (1,4 mmol). Utilizando provetas, adicionaram-se 7,50 mL de CH2Cl2 e 7,50 mL de

solucdo saturada de NaHCOs e o meio foi colocado sob agitagdo. Adicionaram-se
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633,3 mg de mCPBA = 77% (3,7 mmol). O meio reacional foi refluxado por 5 horas a
40 °C. ApoOs o resfriamento do sistema, adicionaram-se 5,00 mL de CH2Cl2 ao meio
reacional e lavou-se a fase orgéanica trés vezes com 5,00 mL de solucao saturada de
NaHCOs e trés vezes com 5,00 mL de solugédo 10% de bissulfito de sédio (NaHSO3),
alternadamente. Secou-se a fase organica com MgSOQOy, filtrou-se e rotaevaporou-se
0 solvente, obtendo-se 6leo amarelado com rendimento bruto de 92% (297,2 mg)
(Adaptado de Moyna et al., 1996).

3-fenil-1-glicidato de etila (5). FM: C11H1203. MM: 192,21 g
mol; 6leo amarelo claro; CG-DIC: tr = 7,83 min (RTX-5), tr =
23,38 min e 23,60 min (HYDRODEX); EM: (IE, 70 eV) m/z
(abundancia relativa %): 192 (4), 176 (4), 148 (25), 135 (100),

e 131 (12), 118 (23), 107 (74), 91 (62), 77 (25). IV — (v max) (cm"

5 3 10

s NP0 1) 3067, 2082, 1740, 1288, 1197. RMN de 'H - (300,19 MHz,
1

, 9 CDCls) & (ppm) 1,34 (t, J = 7,1 Hz, 3H, H11), 3,52 (d, J = 1,7

Hz, 1H, H3), 4,10 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H2), 4,20-4,46 (m, 2H,
H10), 7,30-7,42 (m, 5H, H5-H9): RMN de 3C — (75,5 MHz,
CDCl3) & (ppm) 14,1 (CHs, C11), 56,8 (CH, C3), 57,9 (CH, C2),
61,8 (CH2, C10), 125,8 (CH, C7) 128,7 (CH, C6 e C8), 129,9
(CH, C5 e C9), 134,5 (CH, C4), 168,2 (Co, C1).

3.8.3 Sintese da 3,4-difenil-4-oxazolina-2-carboxilato de etila (6)

80,0 mg de 3-etil-1-fenilglicidato (5) (0,42 mmol) foram adicionados a um bal&o
de fundo redondo de duas bocas de 25 mL sob atmosfera de N2. Utilizando seringas,
1,80 mL de benzonitrila anidra e 300 pL de BFs.Et20 (2,43 mmol) foram adicionados
lentamente ao meio sob agitacdo. A reacédo foi deixada sob agitacado a temperatura
ambiente. Para a extracdo, adicionaram-se 10 mL de acetato de etila ao meio
reacional e foram feitas trés lavagens com 10 mL de solucédo saturada de NaHCOs. A
fase organica foi seca com MgSOQg, filtrada e rotaevaporada, resultando em um 0leo

marrom viscoso com rendimento bruto de 73% (89,9 mg) (Milagre, 2005).
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3,4-difenil-4-oxazolina-2-carboxilato de etila (6). FM: CaigH-
17NO3z. MM: 192,21 g mol?; 6leo marrom; CG-DIC: tr = 10,81
min (RTX-5); EM: (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %):

9 = s o 1 222 (100), 193 (76), 165 (17), 119 (13), 105 (33), 91 (26), 77
N o/ ™ (14). IV — (v max) (cm) 3032, 2980, 2350, 1739, 1661, 1456,
N b 1374, 1192. RMN de H — (300,19 MHz, CDCls) & (ppm) 1,36
B (t, J = 7,6 Hz, 3H, H18), 4,23-4,44 (m, 2H, H17), 4,91 (d, J =
12 16 9,7 Hz, 1H, H3), 5,45 (d, J = 9,7 Hz, 1H, H2), 7,30-7,60 (m,

13 15

10H, H6-H10 e H12-H16); RMN de 13C — (75,5 MHz, CDCls)
5 (ppm) 14,2 (CHs, C18), 61,9 (CHz, C17), 73,5 (CH, C3), 74,7
(CH, C2), 126,5-137,0 (CH, C6-C10, C12-C16 e Co, C5) 141,2
(Co, C11), 164,1 (Co, C4), 170,2 (Co, C1).

14

3.8.4 Sintese do 3-fenil-2-hidroxi-3-benzamido propionato de
etila (7)

A um baldo de 25 mL adicionaram-se 73,4 mg de 6 (0,25 mmol) e 5,00 mL de
solucéo de HCI 0,5 M, deixando-se sob agitacao por 1,5 h. Entdo adicionou-se solucéo
saturada de NaHCOz3 até pH = 9 e a reacao foi deixada sob agitacdo por mais 16 h. O
meio reacional foi extraido com trés por¢des de 15,0 mL de acetato de etila. As fases
organicas foram unidas, secas com MgSOu4 e rotaevaporadas para obtencdo de um
6leo marrom com solido branco cuja massa total era de 31,3 mg (Milagre, 2005).

5 s 3-fenil-2-hidroxi-3-benzamido propianato de etila (7). FM: CisH-
12 16 19NO4. MM: 313,35 g mol?; sélido branco; CG-DIC: tr = 11,94
11
P o min (RTX-5); EM: (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 281
5 17

s NI o (6), 222 (13), 210 (40), 207 (14), 193 (7), 105 (100), 91 (5), 77
TN (24).

3.9 Epoxidacdes biocataliticas assimétricas

3.9.1 Método 1

A um baldo de 25 mL adicionaram-se 178,4 mg de trans-cinamato de etila 4 (1,01
mmol), 1,50 mL de acetonitrila, 62 pL de N-benzil-L-prolinato de etila (0,28 mmol) e
105,8 mg de UHP (1,12 mmol). Com o conteudo sob agitacdo, a reacao foi iniciada



34

com a adicédo de 50,0 mg de lipase NOVOZYM® 435. ApGs 72 horas de reacao, filtrou-
se 0 meio reacional, 10,0 mL de acetato de etila foram adicionados e lavou-se a fase
organica uma vez com 10,0 mL de solucédo saturada de NaHCOs e duas vezes com
10,0 mL de agua destilada. Secou-se a fase organica com MgSOs, filtrou-se e
rotaevaporou-se o solvente para obter-se massa de 151,3 mg de 4 (Adaptado de
Méndez-Sanchez et al., 2014).

3.9.2 Método 2

A um baldo de 25 mL adicionaram-se 206,4 mg de trans-cinamato de etila 4 (1,17
mmol), 5,00 mL de CH2Clz2, 25 yL de N-benzil-L-prolinato de etila (0,11 mmol) e 1,0503
g de UHP (11,2 mmol). Com o contetdo sob agitacdo, a reagao foi iniciada com a
adicao de 21,0 mg de lipase NOVOZYM® 435. Apo6s 72 horas de reacéo, filtrou-se o
meio reacional, lavou-se a fase organica uma vez com 5,00 mL de solucado saturada
de NaHCOs e duas vezes com 5,00 mL de 4gua destilada. Secou-se a fase organica
com MgSOyq, filtrou-se e rotaevaporou-se o solvente para obter-se massa de 172,8 mg
de 4 (Adaptado de Sarma et al., 2007).
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4 Discussao e resultados

4.1 Estratégia de trabalho
O desenvolvimento do projeto foi realizado de acordo com fluxograma presente

na Figura 11.

Triagem de metodologias de
epoxidagao

'

Sintese e caracterizagao dos padroes
racémicos da rota proposta (CG-EM,
RMN e IV)

Triagem de metodologias de
epoxidacao assimétrica

Figura 11. Estratégia de trabalho adotada.

A rota sintética proposta e desenvolvida neste trabalho é apresentada na Figura
12. Partindo do &cido trans-cinamico (3), uma esterificacdo é realizada para obtengéo
do trans-cinamato de etila (4). Em seguida, uma reacdo de epoxidacdo permite a
obtencéo do trans-3-fenil-1-glicidato de etila (5). Esta segunda etapa da rota possui
duas variantes: um método quimico classico para caracterizagcdo do padréo racémico
do epoxido e um método quimioenzimatico assimétrico a ser estudado para alcangar
o0 estereoisdbmero desejado. Prosseguindo, a terceira etapa da rota consiste na
transformacao do epoxido 5 na 3,4-difenil-4-oxazolina-2-carboxilato de etila (6). Por
fim, na quarta e Ultima etapa, o 3-fenil-2-hidroxi-3-benzamido propianato de etila (7),

um B-amino-a-hidroxiéster, € obtido pela abertura de 6.
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Figura 12. Rota racémica desenvolvida para caracterizagdo dos padrdes.

4.2 Triagem de metodologias de epoxidacgao

Nesta primeira parte do estudo duas metodologias de epoxidacdo foram
avaliadas utilizando como substrato modelo o trans-cinamato de metila (1). O primeiro
experimento realizado envolveu o uso de acido meta-cloroperbenzoico (MCPBA), uma
metodologia quimica, em um meio bifasico contendo CH2Cl2 e solucéo saturada de

bicarbonato de sodio (Figura 13).

mCPBA 77% o)
\ O/ - O/

1 CH,Clo/NaHCO3, 40 °C 2

Figura 13. Reacéo de epoxidacéo do trans-cinamato de metila utilizando mCPBA.

Como reportado na literatura (Moyna et al., 1996), os ésteres derivados do acido
cindmico, como 1, podem apresentar formagdo de subprodutos pela abertura do
epoxido quando submetidos a metodologias que envolvam apenas 0 uso de um
solvente organico. Isso ocorre porque estes epoxidos sdo sensiveis a presenca de
acidos como o acido meta-clorobenzoico (mMCBA) formado apds a epoxidacao,
fazendo-se necessario o uso da solugcdo de bicarbonato para sua imediata

neutralizacéo.
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Decorridas 5 horas de reacédo, a analise via cromatografia gasosa acoplada a
detector de ionizacdo em chama (CG-DIC) mostrou total conversdo para um produto
majoritario (Figura 14).

(1 0,000)

[Chromatooram Time 91597 Inten. 53,438
5.0
4.5 =
conversao z 99%
409 o]
]
3.5
©/<\)LO/
304
2.5+
2o tp = 7,536 min
1.5 \
1.0
0.5 L
00 | MJ__,_"J—A——"‘A_W,_RJ'\_/ I S

20 30 40 50 &0 7o &0 a0 100 110 120 130 140 min

Figura 14. Cromatograma obtido ap6s 5 horas da epoxidagéo do cinamato de metila 1 com mCPBA.

A caracterizacao do produto por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro
de massas (CG-EM) confirmou a estrutura do composto 3-fenil-1-glicidato de metila
(2) (Espectro E1), obtendo-se sucesso na primeira metodologia estudada.

O método de epoxidacédo biocatalitico (Ankudey et al., 2006) envolveu o uso da
lipase B de Candida antarctica imobilizada em resina acrilica (N435), um
biocatalisador disponivel comercialmente. A reacdo procedeu em meio de acetato de
etila na presenca de um complexo de ureia-perdxido de hidrogénio (UHP) como
agente oxidante (Figura 15).

UHP/Novozym 435 o)
X0 - o~

1 AcOEt, 30°C 2

Figura 15. Reacao de epoxidacao do trans-cinamato de metila utilizando lipase.

A escolha do agente oxidante para esta metodologia foi feita considerando a facil
manipulacdo do UHP, um sdlido estavel, e a seguranca proporcionada pela
complexacdo do peréxido com a ureia. Na estrutura deste complexo, diversas

combinacdes de ligacdes de hidrogénio sdo possiveis, 0 que o0 torna menos suscetivel
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a reacoes de degradacéao, por exemplo (Dobado et al., 1998). Ja a escolha do acetato
de etila como solvente foi feita com base em dois fatores: i) a lipase utilizada possui
boa resisténcia neste meio e ii) por se tratar de um éster, o acetato de etila pode atuar
também como fonte de peroxidcidos no sitio catalitico da enzima, possuindo dupla
finalidade.

A reacdo foi monitorada por CG-DIC e, ao fim de 72 horas, obteve-se o
cromatograma apresentado na Figura 16, em que uma converséo de apenas 2% foi
observada com a geracao de trés produtos.

w10, 0007

40_-Chromatngram Time 13.058 Irten. 40,203

3.5—5
] conversao = 2%
3.0 0

25 S tp'= 7,537 min
. tg = 7,660 min

] ty = 7,889 min
15] tg = 7,278 min

10] \ /
0.0—5
20 30 4n s £ 7o &0 s 100 110 120 130 140 min

Figura 16. Cromatograma obtido apds 72h decorridas da reacdo de epoxidagdo biocatalitica de 1.

Na Figura 17 uma superposicdo ampliada das Figuras 14 e 16 mostra a

formacao do epoxido e de dois subprodutos nao identificados.

4

4.0—2 0 0

3.5—2 — O ~
303 =7 0 o
2.5—E

20] ty = 7,278 min tz = 7,536 min

; N -~

V(10,000
] Time 8100 Iiten. EEFLE

67 fa ) 70 7 72 73 74 75 76 77 ) 79 &0 &1 a2 &3 " rmin

Figura 17. Cromatograma comparativo dos métodos de epoxidacédo triados para o trans-cinamato de

metila. Em preto, a Figura 14, e ,a

Ankudey e colaboradores (Ankudey et al., 2006) obtiveram conversédo de 82%
em 5 horas de reacao utilizando esta metodologia para o fenilcicloexeno, um alceno

gue ndo possui um grupo retirador de elétrons como o trans-cinamato de metila e,



39

portanto, € mais nucleofilico. O método de epoxidacao biocatalitico conseguiu produzir
0 epoxido 2, mas com uma cinética muito lenta e produzindo subprodutos em razoavel
concentracdo. Algumas otimizagcbes propostas para a otimizagdo sdo o aumento da
temperatura, que pode auxiliar a cinética do ataque nucleofilico do trans-cinamato de
metila e levar a maiores conversoes, e 0 uso de peréxido de hidrogénio 50%, que,
como reportado por Andukey e colaboradores, tende a apresentar maiores
conversdes do que o UHP.

Ao final desta primeira parte do estudo das reacdes de epoxidacéo, realizamos
um replanejamento do projeto e optamos por seguir para uma rota sintética em que a
cadeia lateral do éster utilizado seria etilica, ja que possuiamos toda a base de dados

para caracterizacao dos intermediarios sintéticos.

4.3 Sintese e caracterizacdo dos padrdes racémicos
Iniciando a rota sintética do S-amino-a-hidroxiéster 7, utilizou-se o acido trans-

cinamico 1 como material da partida para uma esterificacdo, como apresentado na
Figura 18 (Pathiranage, 2018).

@) @]
Etanol HPLC
X" "OH - X0
H,SO,4 conc.
1 refluxo 2

Figura 18. Esterifica¢@o do &cido trans-cindmico.

A reacéo foi monitorada via CCD (heptano/acetato de etila 60:40; revelador verde
de bromocresol) e verificou-se total consumo de 1 apés decorridas 2 horas de reacéo.
A analise do produto por CG-DIC ap0s a extragdo resultou no cromatograma da
Figura 19.

O produto foi totalmente caracterizado por RMN de 'H e 13C, CG-EM e IV, como
demonstrado nos Espectros E2 a E5. Observou-se pico ion molecular com razao
massa carga (m/z) 176, aléem de m/z 91 e 77 para o espectro de massas, bandas de
absorcdo em 1706 e 1638 cm (estiramentos C=0 e C=C) no espectro de IV e o
espectro de RMN de 'H confirmou a configuracéo trans com valores de J = 16,0 Hz

para os dupletos dos hidrogénios da ligacdo C=C (Pathiranage et al., 2018).
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Figura 19. Cromatograma para a esterificacdo do 4cido trans-cinamico.

Na segunda etapa da rota sintética, a epoxidacado do trans-cinamato de etila 4
foi realizada utilizando a mesma metodologia empregada para o trans-cinamato de

metila 1 (Figura 20).

s ™\

0O o)
mCPBA 77% O
AN O/\ .~ O/\

CH,Cl/NaHCOg3, 40 °C

Figura 20. Reacéo de epoxidacao do trans-cinamato de etila.

A reacédo foi monitorada por CG-DIC e apresentou 0 mesmo resultado obtido

anteriormente com conversao = 99%, como observado na Figura 21.

(10,000
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Figura 21. Cromatograma para a epoxidacdo do trans-cinamato de etila.

O produto foi obtido como um 6leo viscoso e com algumas impurezas. Apos
purificacdo em placa preparativa, foi possivel realizar a caracterizacdo completa por
RMN de 'H e 3C, CG-EM e IV, como demonstrado nos Espectros E6 a E9. O

espectro de massas apresentou pico ion molecular de m/z 192, além de m/z 91 e 77,
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observaram-se bandas de absor¢do em 1740 e 1288 cm™ (estiramento C=0 e C-0)
no espectro de IV e o espectro de RMN de 'H apresentou valor de J = 1,7 Hz para 0s
dupletos referentes aos hidrogénios do anel epdxido. Visto que o cis-3-fenil-1-glicidato
de etila apresenta J = 4,8 Hz, pode-se afirmar que apenas 0s enantibmeros trans
foram formados (Moyna et al., 1996).

Para a terceira etapa da rota proposta, foi realizada a sintese da oxazolina 6 a
partir do 3-fenil-1-glicidato de etila 5. Como mostrado na Figura 22, a reagéo foi
realizada em meio de benzonitrila anidra, sob atmosfera inerte de nitrogénio a

temperatura ambiente.

O —
o O
0O BF;.Et,O
o™ . Ny ©
Ph—C=N
5 6
atm. Np

Figura 22. Reacdo para sintese da oxazolina 6.

A atmosfera inerte utilizada € necessaria para garantir que o eterato de trifluoreto
de boro (BFs.Et20) ndo seja degradado, visto que o0 mesmo reage rapidamente com
a umidade do ar para formar acidos bédrico e fluorobérico. Como apresentado na
Figura 23, o BFs.Et20 € 0 agente regiosseletivo desta reacéo.

Ao atuar como acido de Lewis, que facilita a abertura do epéxido, o BF3.Et2O
incita o ataque nucleofilico da benzonitrila ao carbono 3 ao éster, que ocorre atraves
de um mecanismo Sn2. A formacdo da oxazolina se estabelece quando o oxigénio
realizada um ataque nucleofilico ao carbono sp ligado ao nitrogénio, que € possivel
gracas ao giro da ligacdo entre os carbonos a e 3 ao éster. Segundo as regras de
Baldwin para fechamento de anéis, este ultimo ataque é favorecido, visto que se

encaixa no modelo 5-endo-dig (Baldwin, 1976).
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Figura 23. Mecanismo para a sintese da oxazolina 6 com BFz.Et20 e benzonitrila.

A Figura 24 mostra o cromatograma da analise via CG-DIC ap6s 3 horas de

reacao, em que se observa completa conversdo de 5 a 6.

uiv(x100,000)
] Time 12874 ien. ZEF 127

25 S
] CN conversao z 99%
204 ©/ N O
1 55
ty = 4,324 min

] /' tr = 10,818 min
05 h \
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L

20 a0 40 B &0 7o & 9 100 110 120 130 1407 min

Figura 24. Cromatograma para a sintese da oxazolina 6.

O produto foi purificado em placa preparativa para ser totalmente caracterizado
por RMN de 'H e 13C, CG-EM e IV, como demonstrado nos Espectros E10 a E13. Os
picos identificados possuiam m/z 222, 193, 91 e 77 no espectro de massas e as
bandas de absorcdo em 2350, 1374 e 1192 cm™ apontaram a presenca de
estiramentos C=N, C-N e C-O, respectivamente. Para o espectro de RMN de H,
observou-se constante de acoplamento J = 9,7 Hz para os dupletos dos hidrogénios
H2 e H3, o que indica a presenca exclusiva da oxazolina sin (Legters et al., 1992).

Como dltima etapa da rota, foi realizada a abertura da oxazolina 6. Como
mostrado na Figura 25, 6 foi adicionado em solucao de acido cloridrico 0,5 M por 1,5

horas e depois deixado em solucdo pH = 9,0 por 16 horas.
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Figura 25. Reacdo de sintese do B-amino-a-hidroxiéster 7.

No mecanismo dessa reacdo, destacado na Figura 26, a protonacdo do

nitrogénio presente no anel da oxazolina possibilita 0 ataque da molécula de 4gua ao

carbono a ao éster, resultando na producéo de 7.
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Figura 26. Mecanismo para a sintese do 8-amino-a-hidroxiéster 7.

ApoOs a extracdo da reacdo, observou-se conversdo para dois produtos, como
mostra o cromatograma da Figura 27. N&o foi realizada purificacéo de 7 e 0 composto
foi caracterizado por CG-EM (Espectro E14), observando-se padrao de fragmentagéo

gue condiz com a estrutura desejada.
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Figura 27. Cromatograma obtido apés extracdo da reacdo de abertura da oxazolina 6.

4.4 Triagem de metodologias de epoxidacdo assimétrica

Para as reacdes de epoxidacao assimétrica, duas metodologias foram triadas. A
primeira (Méndez-Sanchez et al., 2014) foi realizada em acetonitrila a 30° C (Figura
28).

(@] 0 0]
\ N O
I
O/\ Bz OEt 0 /\
g
4 NOVOZYM® 435, UHP 5
CH5CN, 30 °C

Figura 28. Epoxidacéo assimétrica de 4: método 1.

O monitoramento da reacéo foi feito via CG-DIC em intervalos de 24 horas, mas
nao se observou qualquer conversdo do material de partida, interrompendo-se o
experimento apos 72 horas.

Para a segunda metodologia (Figura 29), substituiu-se a acetonitrila por

diclorometano.
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Figura 29. Epoxidacéo assimétrica de 4: método 2.
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O monitoramento, feito por CG-DIC, também n&o resultou em qualquer
conversdo do material de partida e a reacéo foi interrompida decorridas 72 horas.

Considerando que a metodologia de epoxidag¢do biocatalitica racémica triada
inicialmente contava com a mesma lipase, 0 mesmo agente oxidante e mesma
temperatura, sdo duas as possibilidades: i) o N-benzil-L-prolinato de etila ndo teve
sucesso na geracdo de peroxiacidos com a ajuda da lipase ou ii) a reacdo de
Prilezhaev ndo ocorreu. Dada a similaridade dos derivados de L-prolina utilizados,
descarta-se i).

Consultando a literatura, Sarma e colaboradores restrigiram os resultados de
epoxidacéo reportados a derivados do estireno e alguns alcenos ciclicos (Sarma et
al., 2007), mais nucleofilicos do que o trans-cinamato de etila utilizado. Por isso, o
peroxiacido derivado do N-benzil-L-prolinato de etila pode ter sido formado, mas a
reacao de Prilezhaev que se segue nado ocorreu, estabelecendo conversao nula.

Como possiveis solucdes para este sistema, sugerem-se: i) um estudo do efeito
da temperatura na conversdo, que pode auxiliar o ataque nucleofilico do trans-
cinamato de etila ao peroxiacido formado, e ii) triagem de outras lipases a fim de

verificar se ocorrem mudancas na cinética reacional.
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5 Conclusao

Na primeira parte deste trabalho, dois métodos de epoxidacdo para o trans-
cinamato de metila foram triados: um quimico e outro biocatalitico. Enquanto a
metodologia quimica retornou excelentes resultados com converséo total em 5 horas,
0 método biocatalitico mostrou a formacgédo do ep6xido com cinética bastante lenta e
formacao de produtos laterais.

Na segunda parte do trabalho, atingimos o objetivo de execucédo da rota sintética
de B-amino-a-hidroxiésteres racémicos. Partindo do acido trans-cinamico, quatro
etapas foram necessarias: uma primeira esterificagdo para o trans-cinamato de etila,
a epoxidacdo para o trans-3-fenil-1-glicidato de etila, a abertura do epdxido para
sintese da oxazolina com benzonitrila e, por fim, a abertura desta oxazolina em meio
acido, encerrando a rota. Os produtos foram caracterizados por RMN de 'H, 13C, CG-
EMe V.

Na parte final, dois métodos de epoxidacdo biocatalitica assimétrica foram
triados utilizando o trans-cinamato de etila como substrato modelo. Ambas as
condic@es se utilizavam de um sistema com lipase, UHP e N-benzil-L-prolinato de etila,
em diclorometano ou acetonitrila, e falharam na conversao ao epdxido mesmo apos
72 horas de reacdo. Atribuiu-se este insucesso a nucleofilicidade reduzida do
substrato quando comparado aqueles reportados na literatura. Como solucdo para
esta metodologia, sugere-se um estudo do efeito da temperatura no sistema proposto
para avaliar se uma temperatura maior possibilidade a ocorréncia da reacédo de

Prilezhaev.
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Espectro E2. Espectro de RMN de 'H para o trans-cinamato de etila 4 (CDClz, 300 MHz).
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Espectro E7. Espectro de RMN de 13C para o trans-3-fenil-1-glicidato de etila 5 (CDCIlz, 300 MHz).
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