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Resumo

Silva, T. B. Resolucdo cinética enzimética de &lcoois e aminas quirais contendo boro e
biorreducdo de cetonas contendo boro 2010. 199p Tese (Doutorado) - Programa de Pdés-

Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Neste trabalho, foi avaliada a reatividade de compostos organicos contendo boro
frente a reacdes catalisadas por enzimas. Diferentes exemplos de alcoois secundarios
quirais contendo boro foram acetilados enantiosseletivamente pela lipase de Candida
antarctica (CALB). Todas as reagfes ocorreram com excelente enantiosseletividade (E >200)

e ambos os produtos acetilados, bem como os alcoois remanescentes foram obtidos com
alto excesso enantiomérico (ee >99%).
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Além da resolucéo cinética enzimatica, foi avaliado também o processo de resolucdo
cinética dinAmica quimio-enzimatica, empregando complexos de ruténio como agentes de
racemizacao. Apos estabelecer as condi¢cdes adequadas para a reagdo, foi possivel obter o
produto acetilado de configuracdo-(R) com 83% de conversdo, mantendo a

enantiosseletividade observada na reagéo de resolucao cinética enziméatica.
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Como extenséo ao trabalho realizado com os éalcoois contendo boro, foi estudada a
resolugdo cinética de aminas primarias quirais contendo boro. Foram avaliadas diversas
condicbes reacionais para alcancar a maxima resolucdo cinética destas aminas via acilacao
enantiosseletiva catalisada pela lipase CALB. Excelente enantiosseletividade (E >200) e
altos excessos enantiomeéricos (até >99%) foram obtidos utilizando acetato de etila tanto

como reagente doador de acila como solvente da reacéo.
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Adicionalmente, foi investigada a reacdo de biorreducdo de cetonas préo-quirais
contendo boro. Os melhores resultados foram obtidos com as enzimas &lcool
desidrogenases (ADHs) purificadas dos microorganismos Rhodococcus ruber e
Lactobacillus brevis. A ADH de R. ruber (ADH-A) promoveu a biorreducédo das cetonas aos
respectivos alcoois de configuracdo-(R) com excelente enantiosseletividade (ee >99%),
enquanto a ADH de L. brevis (ADH-LB) catalisou a reducéo de alguns exemplos de cetonas

aos respectivos alcoois de configuracao-(S), também com excelente enantiosseletividade.
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Abstract

Silva, T. B. Enzymatic kinetic resolution of boron-containing alcohols and amines and
the bioreduction of boron-containing ketones 2010. 199p PhD Thesis — Graduate

Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

In this work, was evaluated the reactivity of boron-containing organic compounds in
enzyme-catalyzed reactions. Different examples of boron-containing chiral secondary
alcohols were resolved by enantioselective acetylation mediated by lipase from Candida.
antarctica (CALB). All reactions showed excellent enantioselectivities (E >200) and both
remaining substrates and acetylated product were obtained in high enantiomeric excesses

(up to >99%).
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Besides the enzymatic kinetic resolution, the chemoenzymatic dynamic kinetic

resolution was also evaluated, using ruthenium complexes as racemization agents. After

establishing the best conditions, the acetylated (R)-product was obtained with 83%

conversion, maintaining the high enantioselectivity observed in the enzymatic kinetic
resolution.
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As an expansion of work with boron-containing alcohols, the kinetic resolution of
boron-containing chiral amines was studied. Several reaction conditions were studied to
achieve the kinetic resolution of boron-containing amines via enantioselective acylation
mediated by CAL-B. Excellent enantioselectivity (E >200) and high enantiomeric excess (up
to >99%) of both the remaining amines and amides were obtained using ethyl acetate as
both acyl donor and the reaction solvent.
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Additionally, the bioreduction of pro-chiral boron-containing ketones was investigated.
The best results were obtained with purified alcohol dehydrogenases (ADH) from
Rhodococcus ruber and Lactobacillus brevis. The ADH from R. ruber (ADH-A) mediated the
bioreduction of ketones to their respective (R)-alcohols with excellent enantioselectivity (ee
>99%), while the ADH from L. brevis (ADH-LB) catalyzed the reduction of some ketones to

their respective (S)-alcohols, also with excellent enantioselectivity (ee >99%).
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1. Introducao

1.1. A importancia da quiralidade

Atualmente, a preparacdo de compostos organicos de maneira enantiosseletiva € um
dos principais objetivos dos quimicos organicos sintéticos,'? e isto se deve principalmente a
reconhecida importancia da quiralidade nos processos biolégicos.?

Os enantibmeros possuem propriedades fisicas e quimicas idénticas em um ambiente
aquiral, no entanto, em um ambiente quiral, ou seja, na presenca de outras moléculas
quirais 0s enantibmeros passam a ter propriedades diferentes. A atividade biolégica de
substancias quirais geralmente depende de sua estereoquimica, uma vez que um
organismo vivo é um ambiente altamente quiral.*

A atividade bioldgica associada a cada um dos enantibmeros de uma substancia
utilizada para fins medicinais passou a ser encarada com mais seriedade a partir da década
de 1960, com os casos de ma-formacdo de fetos associados ao consumo do farmaco
talidomida (Figura 1.1). A talidomida é uma droga que possui um forte poder sedativo e anti-
nausea, e era considerada apropriada para mulheres em inicio de gestacdo. Posteriormente
foi descoberto que esta droga também possuia um forte efeito teratogénico o que levava a
sérios efeitos colaterais na formacao do feto. Estes efeitos foram atribuidos ao enantibmero-

(S) o qual ocasionava a teratogenia, enquanto o enantidmero-(R) levava ao efeito desejado.?

0 0
H H
= N \\\\‘
0 o)
o~ 'N° 70 0” >N"o
(R)-talidomida (S)-talidomida
sedativo teratogénico

Figura 1.1. Os enantibmeros da talidomida.

A partir deste episodio, 6rgdos que regulam a comercializacdo de medicamentos,
como o FDA (Food & Drug Administration, érgéo regulatorio do EUA para a comercializagéo
de alimentos e farmacos), passaram a exigir que se fossem avaliados os efeitos bioldgicos
de cada um dos enantibmeros de uma molécula quiral candidata a farmaco.®

Os farmacos quirais sdo considerados importantes ndo somente pela sua importancia
biolégica, mas também pelo carater econdmico. A comercializacdo de farmacos como um

Unico enantibmero tem crescido anualmente. Aproximadamente 70% das novas drogas
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aprovadas pelo FDA em 2007 possuiam pelo menos um centro assimétrico, e, entre os dez
farmacos campedes de venda no ano de 2004, em nove o ingrediente ativo era quiral.’
Destes nove farmacos, cinco eram comercializados como um Gnico enantiémero.’

A obtencdo de moléculas enantiomericamente puras ndo € somente uma
necessidade da industria farmacéutica. Em muitos casos, em que substancias bioativas sédo
empregadas na elaboracao de agroquimicos, flavorizantes ou aditivos alimentares, apenas
um dos enantibmeros apresenta a atividade desejada, sendo que o outro enantibmero pode
ser inativo ou até mesmo apresentar um efeito indesejado.

Essas diferencas estéo relacionadas com a afinidade de cada um dos enantidmeros
por certos receptores ou enzimas, taxas de distribuicdo, metabolismo e excrecédo, ou
propriedades toxicolégicas.

Alguns exemplos de moléculas quirais e 0 comportamento associado aos seus

enantibmeros sao mostrados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Alguns exemplos de compostos quirais e os principais efeitos relacionados aos seus enantidmeros.

molécula quiral comentario
J\ Blogueador B-adrenérgico utilizado como anti-hipertensivo. O
enantiomero-(S) é 98 vezes mais ativo que o enantidmero-(R
O/\/\N (S) q (R)

(S)-propranolol

Administrado juntamente com a dopamina no tratamento da
doenca de Parkinson. O enantidmero-(R) ndo € metabolizado
no organismo, e seu acumulo pode ser prejudicial.

Bloqueador B-adrenérgico ndo seletivo utilizado no tratamento
de hipertensdo arterial, glaucoma e enxaquecas. O
enantibmero-(S) € inefetivo.

O (R)-diclorprope é empregado como herbicida, enquanto o
enantibmero-(S) € inativo.

(R)-diclorprope
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Tabela 1.1. Alguns exemplos de compostos quirais e os principais efeitos relacionados aos seus enantibmeros
(continuagéo).

molécula quiral comentario

Feromonio de atracdo sexual do besouro japonés (Popilia
o japonica). O enantidmero-(S) é inativo.
X0

(R)-japonilura

(0] O aminoécido (S)-asparagina produz uma sensagdo de amargo,
HoN enquanto o enantibmero oposto, a (R)-asparagina produz a
2 OH sensagao de doce.
O NHy

(S)-asparagina

O (S)-limoneno é responsavel pelo aroma de limdo, enquanto
gue o (R)-limoneno é responsavel pelo aroma de laranja.

(S)-limoneno  (R)-limoneno

Assim, com 0 reconhecimento da importancia da quiralidade, nas ultimas décadas

houve um intenso desenvolvimento de metodologias sintéticas estereosseletivas.

De uma forma sucinta, pode-se dividir as metodologias empregadas para obter

compostos enantiomericamente puros em trés categorias, levando em consideracdo o

material de partida.’

(i)

(ii)

(i)

A partir de compostos presentes na nhatureza, ou seja, naturalmente enantiopuros,
como aminoacidos e carboidratos. Através de transformacdes quimicas em grupos
funcionais presentes nestes substratos, aproveitando-se da estereoquimica presente
no esqueleto principal.

Através da sintese assimétrica, em que um centro aquiral ou pré-quiral presente na
molécula é transformado em um centro assimétrico de maneira estereosseletiva.
Vérias metodologias podem ser empregadas com este objetivo, assim como auxiliares
quirais ou catalisadores quirais (complexos organometalicos ou por simples moléculas
organicas) e também enzimas.

Uma terceira forma é através da resolucdo de racematos, o qual € amplamente
empregado na separacdo de enantibmeros em escala industrial. A resolugdo de
racematos pode ser realizada através de (a) cromatografia com fase estacionaria
quiral, (b) cristalizagé@o preferencial ou cristalizacdo diasteroisomérica ou (c) atraves da

resolucao cinética mediada por agentes quimicos ou por enzimas.
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A biocatélise, que € o emprego de enzimas como catalisadores enantiosseletivos,
atualmente pode ser considerada um método bastante consolidado para a obtencdo de
moléculas enantiomericamente enriquecidas ou puras.®*°

Nas dUltimas trés décadas, houve um extraordinario desenvolvimento desta
metodologia, principalmente com a descoberta de novas enzimas e a aplicacdo destas em
uma grande variedade de reacdes quimicas. Adicionalmente, o avanco da biotecnologia
proporcionou o desenvolvimento de técnicas para a modificagdo estrutural de enzimas
naturais, melhorando caracteristicas como atividade e seletividade frente a determinados
substratos.’**

Como consequéncia deste processo, atualmente um grande numero de rotas
sintéticas realizadas na indastria empregam processos biocataliticos, especialmente na

inddstria farmoquimica.®**™**

1.2. A catalise enzimatica e a aplicacao em sintese organica

As enzimas sao proteinas funcionais, com a habilidade de catalisar reacdes quimicas
com alta especificidade. As enzimas, assim como os demais catalisadores, aumentam a
velocidade das reacdes diminuindo a barreira energética entre os reagentes e os produtos.
Entretanto, as enzimas sdo consideradas catalisadores muito mais eficientes, podendo
acelerar as reacdes em uma ordem de 10*’ vezes.® O efeito catalitico das enzimas é devido
principalmente pela orientacdo e proximidade entre os substratos que é proporcionada no
sitio ativo, favorecendo a ativacao de grupos funcionais, removendo ou adicionando prétons
ou elétrons.

O perfil energético de uma reacdo enzimatica hipotética é mostrado na Figura 1.2,***°
na qual se observa os diferentes estados de transi¢cdo e intermediarios que sdo gerados
durante o curso da reagdo. Embora uma reacdo enzimatica envolva diferentes estados de
transicdo, a diferenca entre as energias livre (AG®) do substrato (S) e do produto (P) né&o
variam, seja em uma reagdo catalisada quanto em uma néo catalisada. De uma maneira
geral, a formacgéo do intermediario enzima-substrato (ES) necessita de uma energia livre de
ativacéo (AG’) que dependera de qudo favoravel é a orientacdo do substrato no sitio ativo
da enzima. Uma vez que o substrato estda devidamente acomodado no sitio catalitico, a
formacdo do préximo intermediério, o complexo enzima-produto, passa por um estado de
transicdo [ES]*, o qual necessita de uma energia livre de ativacdo (AG®). Esta energia é
composta de dois termos: a energia de ativacdo (AG’;) para a formacdo do estado de

transicdo [ES]” a partir da enzima livre e o substrato, e a energia livre do substrato ligado a
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enzima (AGs), o qual representa a afinidade entre o substrato e a enzima. Uma vez formado
o produto, é necessario uma energia de dissociacdo do produto do sitio catalitico (AG7).

A
[SF

- ~

- LN -==reagao nédo catalisada

. 9 . = . .
Energia ¥, N reagao catalisada por enzimas

v

Curso dareacéo

Figura 1.2. Perfil enérgico de uma reacao hipotética catalisada por enzimas (AG’*) comparada com uma reac&o
nao catalisada (AG"m).

Considerando-se que a quiralidade € um atributo espacial, para que um processo
biocatalitico seja altamente estereosseletivo o substrato precisa estar adequadamente
posicionado no sitio ativo da enzima. Assim, a estereosseletividade proporcionada pelas
enzimas origina-se da diferenca de energia (AAGs) entre os estados de transicédo
diasteroisoméricos que levardo aos complexos enzima-substrato como mostrado na Figura
1.3.

Supondo uma reacdo de uma enzima (E) com os enantiomeros-(R) e —(S) de um
determinado substrato (S), os complexos enzima-substratos diasteroisoméricos formados
seréo [ESr)] e [ES), 0s quais possuirdo diferentes valores de energia livre (AG?) para seus
respectivos estados de transicao [ES(R)]* e [ES(S)]*. O resultado é a diferenga na energia de
ativacdo para ambos os substratos enantioméricos, e como consequéncia, um enantibmero
serd transformado mais rapidamente que o outro. O valor da diferengca em energia livre,
expressa como AAG”, fornece uma medida direta da estereosseletividade da reac&o.
Quanto maior o valor de AAG”, maior sera a diferenca na velocidade de formac&o dos

produtos provenientes dos enantibmeros-(R) ou —(S).
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A

Energia .S

e AAG*

v

Curso dareacéo

Figura 1.3. Perfil enérgico de uma reacao hipotética mostrando a enantiosseletividade mediada por uma enzima,
através da diferenca de energia livre (AAG#) para a formacédo dos estados de transi¢do diasteroisoméricos.

Embora possa-se considerar que a biotecnologia e a biocatalise ja fossem praticadas
na antiguidade, principalmente em processos que envolviam a producédo de alimentos, 0 uso
de enzimas com o objetivo sintético somente foi idealizado apds o trabalho pioneiro do
pesquisador britanico Henry D. Dakin em 1903.'*'" Dakin, observou que a hidrélise de
diferentes ésteres do 4cido mandélico por uma lipase extraida do figado de porco ocorria de
maneira enantiosseletiva. E na conclusdo da publicacéo resultante deste trabalho,'” Henry
Dakin escreve que a acao de enzimas sobre compostos opticamente inativos poderia tornar-
se um método para a resolucdo destes compostos e assim fornecendo compostos
opticamente ativos.

Outro marco na biocatalise foi a possibilidade de se empregar solventes organicos.
Em 1936, Ernest A. Syn relatou a reacdo de esterificagdo de &cidos carboxilicos com
esterases provenientes de pancreas suino em solventes organicos, como o tolueno, sem
que houvesse a inativacéo da lipase.™®

A possibilidade de realizar reacdes biocatalisadas em solvente organico alavancou o
estudo e a aplicagdo das enzimas na quimica orgéanica sintética. Com isso, a
biotransformacédo de inimeros substratos ndo naturais, e insoliveis em meio aquoso pode
ser realizada. Concomitantemente, descobriu-se que o sitio ativo de uma enzima poderia
catalisar transformacdes quimicas diferentes daquelas para qual foram naturalmente
desenvolvidas.

Um exemplo disso sdo as lipases, que naturalmente foram desenvolvidas para
realizarem a hidrélise de triglicerideos em acidos graxos livres e glicerol. Entretanto devido a

sua versatilidade catalitica, estas enzimas sdo atualmente empregadas em um amplo
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espectro de reagbBes, como por exemplo, esterificacbes e transesterificacbes, amidacao,
sintese de peptideos e epoxidagdo. Essa habilidade de um sitio ativo promover diferentes
reacdes passou a ser chamada de promiscuidade catalitica.**?°

As enzimas sdo classificadas pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (UIBMB) de acordo com o tipo de reacdo que catalisam. De forma geral essas
enzimas sao classificadas em seis classes principais. A Tabela 1.2 descreve as seis classes
de enzimas de acordo com UIBMB e as reagBes por elas catalisadas. Juntamente, é
mostrado a disponibilidade comercial dessas enzimas e um levantamento realizado pelo
pesquisador austriaco Kurt Faber a respeito da porcentagem do uso de cada classe de

enzimas em sintese organica de acordo com o nimero de publicacdes.™

Tabela 1.2. Classificag@o das enzimas de acordo com a UIBMB.

classe da enzima tipo de reacao catalisada disponibilidade uso em
comercial® sintese
organica
oxiredutases (EC. 1) reagfes de Oxido-reducdo, oxigenacdo de 264 25%
ligagbes C-H, C-C e C=C
transferases (EC. 2) transferéncia de grupos funcionais: 113 5%
aldeidicos, cetdnicos, acila, metila, fosforila e
outros
hidrolases (EC. 3) formagcdo e hidrélise de ésteres, amidas, 748 65 %
lactonas, lactamas, epéxidos, anidridos
liases (EC. 4) adicdo de grupos em ligacdo duplas como 71 5%
C=C, C=Ne C=0
isomerases (EC. 5) racemizacao, epimerizagao e rearranjos 30 1%
ligases (EC.6) formacéo ou clivagem de ligagbes C-O, C-S, 6 1%

C-N e C-C com a clivagem de trifosfato

* fonte: catalogo da Sigma-AIdrich® consultado em dezembro de 2010.
b pesquisa realizada entre os anos de 1987 a 1999.

As principais vantagens em se utilizar enzimas em sintese organica sdo:®*°

i) Quimiosseletividade - Uma vez que o propdsito de uma enzima é atuar em um Unico
tipo de grupo funcional, outras fungdes que poderiam reagir em condicdes de catélise
guimica, sdo preservadas;

ii) Regiosseletividade — devido complexa estrutura tridimensional do sitio ativo da
enzima, e de acordo com a interag@o espacial do substrato, a rea¢cdo pode ocorrer em
regides especificas do substrato;

iii) Enantiosseletividade — como as enzimas sao formadas por aminoacidos, que sao
moléculas quirais, a enzima, bem como o sitio ativo também apresentam quiralidade.
Como consequéncia deste ambiente quiral, a quiralidade presente no substrato &
reconhecida. Assim, um substrato pré-quiral poder ser transformado em um produto
opticamente ativo, ou 0s enantibmeros de um racemato podem reagir com diferentes

velocidades.
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1.3. Biotransformac¢é&o de compostos contendo heteroatomos

De uma forma geral, os estudos realizados em biocatélise estéo focados na busca de
novos biocatalisadores ou no emprego destes biocatalisadores em novos meios reacionais,
sempre com o objetivo de obter o produto de interesse com a melhor enantiosseletividade
possivel. Nestes estudos, 0s substratos escolhidos comumente apresentam certa
semelhanca estrutural, sdo disponiveis comercialmente, e ndo apresentam grupos
funcionais mais reativos que possam interagir com a enzima, além do grupo funcional de
interesse o qual sofrera a transformacao.

No entanto, uma vez que as metodologias enzimaticas tém se mostrando como uma
interessante ferramenta sintética, alguns pesquisadores vém investindo seus esforcos em
aplicar estas metodologias na biotransformacédo de compostos mais funcionalizados e que
possuem centros mais reativos, principalmente aqueles contendo heteroatomos em sua
estrutura.

Compostos contendo heteroatomos como fdsforo, enxofre, selénio, tellrio, silicio,
estanho e boro sdo importantes intermediarios em sintese organica devido a reatividade que
estes possuem frente a diferentes reacdes. A obtencdo destes compostos contendo um
centro assimétrico em sua forma enantiopura, certamente aumenta as possibilidades do
emprego destes como intermediarios sintéticos.

As biotrasnformacdes de compostos de fosforo, enxofre, selénio, teltrio e silicio vém
sendo exploradas com bastante intensidade, e somente alguns poucos estudos foram
realizados com compostos de estanho e germanio.

Estes estudos possibilitam conhecer o comportamento de um biocatalisador frente a
substratos estruturalmente mais complexos, que contenham heteroatomos ndo naturais e
determinar as possiveis intera¢gdes moleculares entre estes heteroatomos e os aminoacidos
gue fazem parte do sitio ativo.

A seguir, serdo abordados alguns exemplos de reacdes de biotransformacéo
empregando compostos contendo os heteroatomos citados. Serdo enfatizadas as reacdes
mediadas por enzimas hidroliticas, e as reagfes de biorreducéo catalisada por enzimas oxi-

redutases.
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1.3.1. Compostos contendo fésforo

Compostos organicos contendo fésforo, em especial organofosfonatos o- e B-
funcionalizados, sdo importantes precursores em sintese organica. Além disto, estes
compostos apresentam diferentes atividades biolégicas. Sdo empregados na agricultura
como inseticidas, fungicidas e reguladores do crescimento de plantas, e alguns compostos
desta classe apresentam atividade como antibitticos, inibidores enziméticos, agentes
antivirais e anticancer.???

O primeiro exemplo envolvendo a biotransformacdo de compostos de fdosforo foi a
resolucdo cinética de fosfinoilacetatos de metila 1a-d através da hidrélise enantiosseletiva
do grupamento éster carboxilico na presenca da esterase de figado de porco (PLE = pig
liver esterase).”® Neste trabalho, os autores avaliaram a influéncia do &tomo de fésforo, no
gual o centro estereogénico esta contido, na reacédo enzimatica. Foi observado que a reacéo
de hidrélise ocorreu com boa enantiosseletividade, e tanto os ésteres que ndo reagiram
guanto aos correspondentes acidos carboxilicos 2a-e, foram isolados com bons rendimentos

(Esquema 1.1).

o o PLE o o o o
L S P P
P. o W W
Ph” | OMe  solugdo tampéo fosfato PR |} OMe RY | OH
R R Ph
(RS)-1a-d (R) ou (S)-1a-d (R) ou (S)-2a-d
1a, R = Me (R)-1a, 50%, ee 82% (S)-2a, 42%, ee 82%
1b, R = Et (R)-1b, 45%, ee >96% (S)-2b, 41%, ee 81%
1c, R =-CH=CH, (S)-1c, 40%, ee >99% (S)-2¢, 22%
1d,R=Bn (R)-1d, 46%, ee 95% (R)-2d, 43%, ee 79%

Esquema 1.1. Hidrdlise enzimatica dos fosfinoilacetatos de metila (RS)-1a-d.

A presenca do grupamento fosfonato também foi avaliada pelos mesmos autores,?*%
porém, através da reacdo de biorreducdo dos B-cetofosfonatos 3a-c mediada por células
inteiras de Saccharomyces cerevisiae, informalmente conhecida como fermento de pao. Os
B-cetofosfonatos 3a-c foram biorreduzidos com alta enantiosseletividade (ee >97%), levando

aos B-hidroxi-fosfonatos (R)-4a-c com bons rendimentos (Esquema 1.2).%*

o O . O OH
Il S. cerevisiae g H
P. - _
- 1 - EtO 1
Eto '\HI\R H,0, 30 °C, 120 h Et(ljﬁ/\R
EtO R2 R?

Esquema 1.2. Reducéo enantiosseletiva dos B-cetofosfonatos 3a-c mediada por células de S. cerevisiae.

3a, R'=Me, R2=H
3b, R" = Me, R2 = Me
3¢, R'"=Ph,R?2=H

(R)-4a, 78%, ee 97%
(R)-4b, 70%, ee >99%
(R)-4c, 65%, ee 99%



25

A resolucao cinética de alcoois quirais contendo fésforo mediada por lipases também
ja foi explorada, seja pela acilagdo enantiosseletiva do grupo hidroxila ou pela hidrélise dos

derivados O-acilados.**%%?"

Um exemplo desta transformacdo é a acetilagdo enantiosseletiva dos &-hidroxi-p-
cetofosfonatos (RS)-5a-c pela lipase de Candida antarctica (CALB). Os produtos acetilados
(R)-6a-c foram obtidos com excelente enantiosseletividade (ee >95%) como mostrado no
Esquema 1.3.%

(0] (0] OH PN O 0] OH (0] (0] OAc
1] CALB, = “OAc 1 " z
Et07 ] R ~ ko) R *+ Eo” llj\)j\/\R
OEt benzeno, 30 °C OEt OEt
(RS)-5a, R= Me (S)-5a, 40%, ee 99% (R)-6a, 48%, ee 98%
(RS)-5b, R= Et (S)-5b, 42%, ee 95% (R)-6b, 45%, ee 95%
(RS)-5¢, R= vinila (S)-5¢, 35%, ee 95% (R)-6c, 51%, ee 97%

Esquema 1.3. Acetilagcdo enantiosseletiva dos 8-hidroxi-pB-cetofosfonatos (RS)-5a-c catalisada pela CALB.

No mesmo trabalho, os autores também exploraram a hidrélise enantiosseletiva dos
ésteres isopropilicos dos &-hidroxi-p-cetofosfonatos (RS)-7a-i. Para esta transformacéo, foi
empregada a lipase de Candida rugosa que levou a formacéo dos produtos de hidrélise (R)-
8a-i com rendimentos moderados (entre 31 a 39%), com excessos enantiomeéricos que
variaram de bons a excelentes, que foram medidos a partir dos compostos (R)-9a-i obtidos
através de uma reacdo do tipo Horner-Emmons entre os 3&-hidroxi-p-cetofosfonatos
enantioenriquecidos (R)-8a-i e benzaldeido (Esquema 1.4). Os compostos (R)-9a-i
apresentam funcionalidades distintas, 0 que os tornam importantes blocos de construcao,
além disso, este tipo de estrutura esta presente na estrutura quimica de diferentes produtos
naturais.

lipase de o OH
ﬁw Candida rugosa 9\)?\)0\H benzaldeido
- P —_—
Et0” 1 R R h )

H,0O / éter diisopropilico EtO” |

OEt i OEt K,CO3 / HyO
(RS)-7a, R=Ph (R)-8a-i (R)-9a-i
(RS)-Tb, R= 4'-FCgH, 31-39% 69 - 95%, ee 85 a >99%

)_

)_

(RS)-Tc, R= 4-MeCgHy
(RS)-7d, R= 4'-MeOCgH,4
(RS)-Te, R= 4-CICqH,
(RS)-Tf, R= 2-BrCqH,
(RS)-7g, R= 2'-CICqH,
(RS)-Th, R= 2", 4-Cl,CgH,
(RS)-7i, R= 2-furila

Esquema 1.4. Hidrélise enantiosseletiva dos ésteres isopropilicos dos 3&-hidroxi-B-cetofosfonatos (RS)-7a-i
mediada pela lipase de C. rugosa, seguida da reacéo dos alcoois (R)-8a-i com benzaldeido.
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Oxidos de fosfinas quirais, no qual o centro estereogénico esta presente no atomo de
fosforo, fazem parte da estrutura quimica de muitos compostos com atividade herbicida, e a
configurac@o absoluta deste centro quiral possui grande influéncia na atividade.

A obtencdo de Oxidos de fosfinas enantiomericamente puros também pode ser
realizada através de uma resolucdo cinética enzimatica, como por exemplo, a acetilagdo
enantiosseletiva dos hidroxi-alquilfosfinatos 10a-c. Esta transformacgéo foi realizada em
diferentes sistemas de solventes® incluindo liquidos idnicos® e CO, supercritico.*® A Tabela
1.3 mostra alguns resultados obtidos nos diferentes sistemas de solventes e as lipases

empregadas nesta transformacao.

Tabela 1.3. RCE dos hidroxi-alquilfosfinatos 10a-c em diferentes sistemas de solventes.

0 0 0
lipase, Z“  0OAc
NN, L OGN Ok
R2 solvente R2 R’
(RS)-10a-c (R) ou (S)-10a-c (R) ou (S)-11a-c
substrato R! R? solvente lipase ee (%)
10 11
10a Ph OMe CH2Cl2 PS 92 (R) 86 (S)
10a Ph OMe BMIM PFs PFL 89 (R) 89 (S)
10b Ph Oi-Pr éter diisopropilico PFL 80 (R) 21 (S)
10b Ph Oi-Pr scCO- CAL 28 (R) 27 (S)
10c Et Oi-Pr BMIM PFs PFL 95% 50°

PS = lipase de Pseudomonas sp. (Amano); PFL = lipase de Pseudomonas fluorescens (AMANO AK);
CAL = lipase de Candida antarctica (Novozym); BMIM = cétion butil-metil-imidazdlio.
& configurac&o absoluta n&o relatada pelos autores.

A aplicabilidade sintética desta metodologia enzimatica foi mostrada através da
sintese do fosfonosulfonato 13 pela reacdo de ambos os enantibmeros do hidroxi-
alquilfosfonato 10c com o cloreto de 2-etil-6-(trifluorometil)benzenosulfonila (12) (Esquema
1.5).3' As duas formas enantioméricas do composto 13 foram avaliadas em testes de
atividade herbicida, porém, apenas o enantidbmero-(+) apresentou atividade. A configuragédo

absoluta do centro estereogénico ndo foi reportada neste trabalho.

(0]
o CF3 ||:! o (e} CF3
i SO.Cl NaOH, TEBAC pro” [N
P__OH + - ., PO ,lzt %
v

i-PrO” | CH,Cly, 0 °C ©

Et
(+) ou (-)-10¢c 12 (+)ou (-)-13

TEBAC = cloreto de benzil-trietilaménio

Esquema 1.5. Sintese do fosfonosulfonato 13. Apenas o enantidbmero-(+) apresentou atividade herbicida.
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1.3.2. Compostos contendo enxofre

Compostos organicos de enxofre opticamente ativos sdo amplamente empregados
em sintese assimétrica. Dentre as classes de compostos quirais de enxofre, os sulfoxidos
quirais, no qual o centro estereogénico esta no &tomo de enxofre, sdo os mais empregados
como reagentes. Devido a estabilidade configuracional do centro assimétrico, estes
compostos tém sido aplicados como auxiliares quirais na formagéo de ligagbes carbono-
carbono ou carbono-oxigénio.*** Adicionalmente, o grupamento contendo o atomo de
enxofre quiral pode ser facilmente removido da molécula sob condi¢des brandas.

O primeiro estudo envolvendo a biotransformagcdo de compostos de enxofre foi
publicado em 1986,** aonde foi relatada a hidrélise enantiosseletiva dos 2-
(arilsulfinil)acetatos (RS)-14a-e e do 3-(fenilsulfinil)propionato de metila (14f), empregando
células da bactéria Corynebacterium equi (Esquema 1.6). Neste trabalho os autores
isolaram os ésteres 14a-f que ndo reagiram, porém, sem conseguir recuperar os produtos
da hidrolise 15a-f do meio reacional. A configuracdo absoluta dos ésteres enantio-

enriquecidos 14a-f ndo foi estabelecida neste trabalho.

(0] (0] (0] (0] (0] (@)
1 Corynebacterium equi g M)J\ ISI \9)1\
.S - .
R1 \%J\ORZ » R1 \\"l . OR2 + .\ ‘ A OH
24 h, 30 °C - R
(RS)-14a, n= 1, R' = Ph, R2 = Me 14a, 43%, ee 90% _ 15af
(RS)-14b, n= 1, R" = 4-MeCgH,, R? = Me 14b, 30%, ee 90% (n&o isolados)
(RS)-14c, n=1, R" = 4-CICgH,, R? = Me 14c, 30%, ee 97%
(RS)-14d, n= 1, R" = Ph, R? = CgHq7 14d, 31%, ee 42%
(RS)-14e, n=1, R' = Ph, R? = C44H,, 14e, 90%, ee 0%
(RS)-14f, n=2, R' = Ph, R? = Me 14f, 22%, ee 96%

Esquema 1.6. Hidrdlise enantiosseletiva dos sulfinilalcolatos (RS)-14a-f.

Em um trabalho posterior, a mesma reacdo foi realizada utilizando um extrato
enzimético de Pseudomonas sp. (Amano K-10).** Nesta abordagem, tanto o produto da
hidrolise, quando o éster nao reativo foram isolados com bons rendimentos, e com excelente

excesso enantiomérico como mostrado no Esquema 1.7.

9 o Pseudomonas sp. (|? o 9 o
/S\)J\ > \\“S\)J\ + \“S\)I\
R OMe  pH 7,5, H,0/ tolueno, 25 °C ] OMe - OH
-~ R
(RS)-14a, R = Ph (R)-14a, 48%, ee >98% (S)-15a, 17%, ee 92%
(RS)-14c, R = 4'-CICgH,4 (R)-14c, 48%, ee >98% (S)-15¢, 38%, ee 91%
(RS)-149, R = 4-NO,CgHy4 (R)-149, 33%, ee >98% (S)-159, 22%, ee 97%
(R)- (
(R)- (

(RS)-14h, R = 4-MeOCgH4 R)-14h, 48%, ee >98% S)-15h, 34%, ee 88%
(RS)-14i, R = cicloexila R)-14i, 49%, ee >98% S)-15i, 18%, ee >98%

Esquema 1.7. Hidrdlise enantiosseletiva dos sulfinilacetatos de metila (RS)-14a,c,g-i.
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As hidroxi-alquilsulfonas quirais também s&o interessantes intermediarios sintéticos,
em especial as B-hidroxi-alquilsulfonas, que podem ser empregadas na sintese de lactonas,
tetraidrofuranos e furanonas.®*® Estes intermediarios podem ser obtidos através da
biorreducdo das correspondentes cetosulfonas, e dependendo do microorganismo
empregado na biorreducgédo, tanto o enantidmero-(R) quanto o enantibmero-(S) podem ser
obtidos.?"°.

Como mostrado na Tabela 1.4, os melhores resultados foram obtidos com as células
de S. cerevisiae.’* Os produtos da biorreducdo (S)-17a,b foram obtidos com altos
rendimentos e excessos enantioméricos (linhas 1 e 6), exceto quando o composto 16c¢ foi
empregado como substrato (linha 7). Resultados similares foram obtidos com as células da
bactéria Corynebacterium equi*® e do fungo Aspergillus niger® (linhas 2 e 5).

Os alcoois com configuracdo oposta, os (R)-17a-c foram obtidos quando foram

empregados os fungos Geotrichum candidum ou Mortierelle isabellina (linhas 3,4 e 8).%

Tabela 1.4. Biorredug&o das hidroxi-alquilsulfonas 16a-c mediada por diferentes microorganismos

S. cerevisiae

SV I ALY N S Y &
Ph™ Y R T Ph/S‘MnJ\R - P *‘%/'\R
(R)-17a-c 16a-c (S)-17a-c
# substrato R n microorganismo ee (%) rend. (%)
1 16a Me 1 S. cerevisiae >95 (S) 99
2 16a Me 1 C. equi >95 (S) 89
3 16a Me 1 G. candidum >95 (R) 80
4 16b Me 2 M. isabellina 16 (R) 100
5 16b Me 2 A. niger >95 (S) 50
6 16b Me 2 S. cerevisiae > 95 (S) 80
7 16¢ Et 2 S. cerevisiae 64 (S) 27
8 16¢ Et 2 M. isabellina 46 (R) 100

A obtencdo das hidroxi-alquilsulfonas de maneira enantiosseletiva através de uma
resolucdo cinética enzimatica também ja foi reportada.®**° Como por exemplo, as hidroxi-
alquilsulfonas (RS)-17a-d foram aciladas enantiosseletivamente pela lipase de péancreas
suino (PPL), levando a formagéo dos respectivos produtos acilados (R)-18a-d, bem como
0s substratos remanescentes (S)-17a-d com ee de moderados a bons, como mostrado no

Esquema 1.8.
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0]

0} )]\/\
o 0 OH o 0 OH 0 0
> e e
AT TR bRl ERO Ar h R AR

lle]

(RS)-17a, Ar = Ph, R = Me, n =1 (S)-17a, ee 95% (R)-18a, ee 65%
(RS)-17b, Ar=Ts, R = Me, n =2 (S)-17b, ee 62% (R)-18b, ee 66%
(RS)-17¢c, Ar=Ts, R = Et, n =2 (S)17c, ee 75% (R)-18c, ee 81%
(RS)-17d, Ar=Ts, R = Me, n =3 (S)-17d, ee 78% (R)-18d, ee 74%

Esquema 1.8. Resolucdo cinética enzimatica das hidroxi-alquilsulfonas (RS)-17a-d.

1.3.3. Compostos contendo selénio e telario

A reatividade dos compostos organicos de selénio e telirio vem sendo
extensivamente estudada nos ultimos anos devido a sua versatilidade sintética. Compostos
de selénio ja vém sendo estudados a um longo tempo e inimeras reacdes podem ser

realizadas com estes compostos.*™?

JA o0s compostos de teldrio destacam-se
principalmente pelas reagcbes de transmetalacdo, sendo utilizados como precursores de
compostos organometalicos pela reacéo de troca Te/Li ou Te/Cu.**** Aliada a aplicabilidade
sintética, estes compostos vém despertando um grande interesse do ponto de vista
farmacolégico.*>*°

O primeiro relato do uso de metodologias sintéticas na biotransformacdo de
compostos de selénio foi reportado em 1990.%" Neste estudo, o hidroxi-seleneto (RS)-19 foi
acetilado seletivamente pela lipase de Pseudomonas fluorescens, e tanto o produto (S)-20,
guanto o alcool remanescente (R)-19 foram obtidos com excelentes excessos

enantioméricos, controlando a conversao da reagédo (Esquema 1.9).

lipase de
P. fluorescens

ZOAe /\)\/ :
OH . OH AN NOAC
PhSe/\)\/ >  PhSe * Phse

CHCl3, 30 °C
(RS)-19 (R)-19 (S)-20
t (h) c (%) ee (%) / rendimento (%)
(R)-19 (S)-20
7 40 — >98/ 36
15 60 >08/ 38 -

(=) ndo informado pelos autores

Esquema 1.9. Resolugao cinética enzimatica do 4-fenilselenil-2-metil-1-butanol (RS)-19 mediada pela lipase de
P. fluorescens.
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A aplicabilidade da metodologia frente a este substrato foi mostrada com a sintese
do composto (R)-23 pela reacédo de oxidacdo do composto (R)-21 seguido pela reacédo de
ozondlise do composto (R)-22 (Esquema 1.10).

ho 1. 03 -78 °C
202 MeOH
PhSe/\)\/OTBDPS — T > X OTBDPS —— > HO\/k/OTBDPS

THF, 8 h, 25°C 2. NaBH,
(R)-21 (R)-22 (R)-23

TBDPS = grupo terc-butil-difenilsilano

Esquema 1.10. Sintese do composto (R)-23 a partir do substrato enantiopuro (R)-21.

Posteriormente, as reacdes de biotransformacao envolvendo compostos de selénio e
teldrio como substratos foram mais intensivamente exploradas por pesquisadores
brasileiros.*®

Um grande nimero de exemplos de hidroxi-selenetos e hidroxi-teluretos alifaticos ou
ciclicos foram submetidos a resolucdo cinética enzimatica, e tanto o produto acetilado,
guanto o alcool remanescente foram obtidos com bons a excelentes excessos
enantioméricos.

Como por exemplo, pode-se destacar a RCE dos arilselenoetanois (RS)-24a-f
mediada pela CALB.* A resolucdo dos compostos (RS)-24a-f ocorreu com excelente
enantiosseletividade, e tanto os produtos acetilados (R)-25a-f, quanto os alcoois
remanescentes (S)-24a-f foram obtidos com excelentes excessos enantioméricos como

mostrado no Esquema 1.11.

OH CALB OH Cg)AC
Z 0Ac +
hexano, 32 °C, 24 h
RSe RSe RSe

(RS)-24a, SeR = 4'-SekEt S)-24a, ee 99%
(RS)-24b, SeR = 4'-SePh S)-24b, ee 99%

( (R)-25a, ee 99%
( (
(RS)-24c, SeR = 3-SePh (S)-24c, ee 99% (
( (
( (
( (

)-25b, ee 99%
)-25¢, ee 99%
R)-25d, ee 88%
R)-25e, ee 99%
R)-25f, ee 97%

R
R
(RS)-24d, SeR = 2'-SePh S)-24d, ee 99%

(RS)-24e, SeR = 2'-SeEt S)-24e, ee 99%
(RS)-24f, SeR = 2'-SeMe S)-24f, ee >99%

Esquema 1.11. RCE dos arilselenoetanois (RS)-24a-f.

Um estudo para encontrar a melhor lipase para resolucdo cinética de aminas quirais
contendo selénio foi realizado recentemente em nosso laboratério.>® Das lipases avaliadas a
CALB foi a que mostrou a melhor atividade e enantiosseletividade. Como pode ser
observado no Esquema 1.12, a RCE das aminas contendo selénio (RS)-26a e (RS)-26b,
utilizando acetato de etila como reagente doador de acila, levou a formagdo do produto

acetilado com altos excessos enantioméricos.
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NH, CALB NH, I;IHAC
%OAC - +
hexano, 32 °C, 24 h
EtSe EtSe EtSe
(RS)-26a, 4'-SeEt (S)-26a, ee 22% (R)-27a, ee 99%
(RS)-26b, 3'-SeEt (S)-26b, ee 38% (R)-27b, ee 99%
(RS)-26¢, 2'-SeEt (S)-26¢, ee 8% (R)-27c, ee 98%

Esquema 1.12. RCE das arilselenoaminas (RS)-26a-c

Ja quando foi empregada a amina (RS)-26c, que possui o grupo etilselenoila ligado
na posicdo 2 do anel aromatico, foi observada uma baixa conversdo da reagdo. Isto pode
ser atribuido a interacdo entre os atomos de selénio e nitrogénio, 0 que nao acontece
guando o atomo de selénio esta nas posi¢cdes meta ou para.

Um exemplo de uma metodologia enzimatica aplicada a compostos contendo tellrio
é a RCE dos hidroxi-teluretos (RS)-28a-c.>! Através da acetilacdo enantiosseletiva mediada
pela CALB é possivel realizar a resolucdo dos hidroxi-teluretos (RS)-28a-c com excelente
conversao (c = 50%), e tanto os produtos acetilados (R)-29a-c, bem como os alcoois que

nao reagiram (S)-28a-c foram obtidos com excelentes excessos enantioméricos. (Esquema
1.13).

OH /Cf'-B OH OAc
~ “OAc s
/TGH)\ > /Te% + 1 Te 2
R n R 30°C R’ n R R OR
28a, R'=Ph,RZ=Me, n =1 (S)-28a, ee >98% (R)-29a, ee 98%
28b, R'= n-Bu, R2=Me, n = 1 (S)-28b, ee 97% (R)-29b, ee >99%
28¢c, R'=n-Bu, R2=Me, n=2 (S)-28¢c, ee 97% (R)-29¢, ee 99%

Esquema 1.13. RCE dos hidroxi-teluretos (RS)-28a-c.

Utilizando da reatividade quimica dos compostos de teldrio, o hidroxi-telureto
enantiomericamente puro (S)-28c¢ foi empregado como precursor na sintese de feromonios
de insetos como mostrado no Esquema 1.14.%> O hidroxi-telureto (S)-28c foi transformado
no cianocuprato de ordem superior 30 através da reagdo com n-BuLi, seguida da adi¢édo de
CuCN. A reacgéo do intermediario 30 com tosilatos alquilicos levou a formagéo dos produtos
naturais (S)-31 e (S)-32.
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OH 1. n-BuLi (2 equiv) oLi OTs
/\/'\ 2. CuCN (0,5 equiv) 1. \% OAc
B . _—
n-BuTe le(CN)Cuz%\/k 2. Acy0, Py, 0°C A
(S)-28c, ee 99% 30 (S)-31, 80%, ee 99%
feromoénio de agregagédo da
T WOTS mosca da fruta Drosophila

mulleri

2. Ac,0, Py, 0°C

OAc

W\%\)\

(S)-32, 84%, ee 99%

sexual da mosca
Mayetiola destructor

feromonio de atracédo ’

Esquema 1.14. Emprego do hidroxi-telureto (S)-28c obtido via RCE na sintese de compostos naturais.

Nestes trabalhos os autores relatam que a presenca do atomo de selénio ou teldrio
nao inativam as enzimas empregadas na biotransformacdo e que as enzimas sdo capazes
de realizar transformacdes quimicas em grupos funcionais presentes nesses compostos

sem alterar ou reagir com o calcogénio.

1.3.4. Compostos contendo silicio

Embora o silicio seja 0 segundo elemento mais abundante na crosta terrestre,
compostos quimicos que contenham a ligacdo carbono-silicio ou carbono-heteroatomo (com
excecao do oxigénio) ndo sdo encontradas na natureza. Entretanto, 0s compostos organicos
sintéticos contendo silicio sdo amplamente empregados em quimica organica, seja na forma
de grupos protetores,®® ou como indutores quirais em sintese assimétrica.>*

Devido ao maior raio atomo e a menor eletronegatividade do atomo de silicio, alguns
compostos de silicio apresentam uma melhor bioatividade do que seus andlogos de
carbono. Assim, a substituicdo de um determinado atomo de carbono pelo atomo de silicio
pode ser uma estratégia interessante no desenvolvimento de novas moléculas bioativas.>

Um grande numero de exemplos de biotransformacdes envolvendo organosilanos tem
sido reportadas na literatura, sendo que em alguns casos foram realizados estudos
comparativos entre os substratos contendo silicio e os analogos de carbono. %

Em 1983, foi reportado o primeiro estudo biocatalitico com compostos de silicio, aonde
foi descrita a biorreducdo do acetoacetato de trimetilsilialquila 33a ao correspondente
hidroxi-acetato (S)-34a empregando células da bactéria Kloeckera corticis. Neste trabalho,
foi avaliado também o anélogo de carbono 33b, e foi observado que o analogo de silicio foi
obtido com excesso enantiomérico de 80%, enquanto que o analogo de carbono foi obtido

com ee de 65% (Esquema 1.15).°
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O (@] O OH
~ A )]\/U\ Kloeckera corticis ~ A )]\/k
>xXo - 2o

33a, X =Si (S)-34a, ee 80%
33b, X=C (S)-34b, ee 65%

Esquema 1.15. Diferenca na enantiosseletividade da biorreducdo dos analogos de Si (33a) e C (33b).

ApOs este primeiro relato, inUmeros trabalhos mostraram que diferentes culturas de
microorganismos poderiam realizar a biorredugdo enantiosseletiva de cetonas contendo
grupamentos trialquilsilila.

Em um trabalho publicado por Sydltak e colaboradores,®’ foram avaliados 30 cepas de
diferentes microorganismos na biorredugdo do acetildimetilfenilsilano 35. Dentre os
microorganismos avaliados, as bactérias Acinetobacter calcoaceticus, Brevibacterium
species, Corynebacterium dioxydans, a levedura Candida humicola e o fungo
Cunninghamella elegans promoveram a biorredu¢cdo do composto 35 com grande eficiéncia
levando ao produto (R)-(1-hidroxietil)dimetilfenilsilano (R)-36 com excessos enantiomericos
entre 90 e 95% (Esquema 1.16).

Q OH
J]\ microorganismos J\
Si > Si
/' \

/\

35 (R)-36
ee 90 - 95%

Esquema 1.16. Reducgéo enantiosseletiva do acetildimetilfenilsilano por microorganismos.

Em uma abordagem mais recente,® a sintese do alcool (S)-4-(trimetilsilil)-3-butin-2-ol
[(S)-38], intermediario sintético para a preparagdo de um inibidor da 5-lipoxigenase, foi
realizada através da biorreducdo do organosilano 4-(trimetilsilil)-3-butin-2-ona (37)
empregando células imobilizadas de Candida parapsilosis. O produto da biorreducéo (S)-38

foi obtido com excelente ee (>99%) como mostrado no Esquema 1.17.

O OH
C. parapsilosis
. & solucédo tampéo pH 7 (TEA-HCI) . 4
Me3S| 2-PrOH, 30 °C Me38|

37 (S)-38
54%, ee >99%

Esquema 1.17. Reduc¢éo assimétrica da cetona contendo silicio 37 por células imobilizadas de C. parapsilosis.

Um estudo sistematico envolvendo a esterificagdo estereosseletiva de trés diferentes

isbmeros do trimetilsililpropanol, o 1-trimetilsili-2-propanol (39a), o 2-trimetilsilil-1-propanol
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(41a) e o 2-trimetilsilil-1-propanol (43a), foi realizado com cinco tipos de hidrolases.* Neste
estudo, foi observado que as hidrolases propiciaram a reacdo de esterificacdo dos trés
isbmeros com o &cido 5-fenilpentandico com alta enantiosseletividade, incluindo o isbmero
B-hidroxi-alquilsilano 41a o qual pode ser facilmente convertido ao respectivo alceno pelo
mecanismo de B-eliminagdo, tanto em meio &cido quanto alcalino. (Esquema 1.18).
Adicionalmente, foi realizada nas mesmas condicdes reacionais a acilacdo dos anélogos de
carbono 39b, 41b e 43b, e observou-se que o atomo de silicio levou a um ligeiro aumento
da enantiosseletividade.

esterase de colesterol

OH  &c. 5-fenilpentandico (0] S
Me3X/Y > Mesx/\r Ph
(0]

isooctano, 30 °C

(RS)-39a, X = Si (S)-40a, ¢ = 49, ee 93%
(RS)-39b, X=C (S)-40b, ¢ = 50, ee 88%

, . 0 o
lipase saiken 100 Me3XJ\/ WPh

OH ac. 5-fenilpentandico
MesX > O

isooctano, 30 °C

42a, ¢ = 50, ee 95%
(RS)-41a, X = Si 42b, ¢ = 49, ee 45%
(RS)-41b, X = C

)%,Ph
OH lipase lipoproteica o 5
)\/ ac. 5-fenilpentandico )\/
Me3X > Me3X

isooctano, 30 °C

(RS)-43a, X = Si (RS)-44a, c = 49, ee 96%
(RS)-43b, X =C (RS)-44b, ¢ =0

Esquema 1.18. Acilagdo enantiosseletiva dos isdmeros do trimetilsililpropanol e seus anélogos de carbono.

1.3.5. Compostos contendo estanho

Organoestananas séo espécies quimicas bastante empregadas em sintese organica,
e sdo principalmente empregadas como substratos na reagdo de acoplamento com haletos
ou triflatos de vinila ou arila catalisada por paladio, conhecida como reacéo de Stille.®***

O emprego de metodologias enzimaticas para a obtencdo de organoestananas
guirais ainda nao foram extensivamente exploradas, e 0s poucos exemplos encontrados na
literatura foram reportados pelo grupo do pesquisador japonés Toshiyuki Itoh.6%®® Estes
estudos baseiam-se na reagdo de hidrolise de ésteres derivados de &lcoois quirais contendo
0 grupamento tributilestanho.



35

Um dos primeiros estudos realizados envolve a hidrélise enantiosseletiva dos ésteres
derivados das y-hidroxi-estananas (RS)-45a-d mediada pela lipase de Pseudomonas sp.?*®
As y-hidroxi-estananas (RS)-46a,c,d foram obtidas com alta enantiosseletividade, com
excec¢do do composto (RS)-45b (Esquema 1.19).

O o}

o) R2 lipase de Pseudomonas sp. OH )LRQ

wmQ

L~ N PN A
R! Sn(n-Bu)s ;asnlpcao fosfato (pH 7,2) / acetona (1:0,1) R! Sn(n-Bu)s R1/\/\Sn(n-Bu)3

(RS)-45a, R' = Me, R? = Me (R)-46a, c = 50%, ee >98%
(RS)-45b, R' = Et, R? = Me (R)-46b, ¢ = 49%, ee 21%

(RS)-45¢, R' = n-CgHq4, R2 = CH,SPh (R)-46¢, c = 41%, ee >98%
(RS)-45d, R" = n-CgHy7, R? = CH,0Ph (R)-46d, c = 50%, ee >98%

Esquema 1.19. Hidrdlise enantiosseletiva de ésteres derivados das y- hidroxi-estananas (RS)-45a-d.

Os ésteres das y-hidroxi-vinilestananas (RS)-47a-c também foram empregados como
substratos na reacdo de hidrélise enantiosseletiva catalisada pela lipase de Pseudomonas
sp. (Esquema 1.20).*

OAc OAc OH

)\/\ lipase de Pseudomonas sp. z

. P > ; + y /k/\

R Sn(n-Bu)s  tampso fosfato (pH 7,2) / acetona (1:0,1) R /\/\SH(”'BU)s R Sn(n-Bu)z
35°C

(RS)-47a, Ry = CgHyq (S)-47a, ee >98% (R)-48a, c = 50%, ee >98%

(RS)-47b, Ry = CgHq7 (S)-47b, ee >98% (R)-48b, ¢ = 50%, ee >98%

(RS)-47¢, Ry = CH,CHyPh (S)-47c, ee 11%

(R)-48c, ¢ = 10%, ee 98%

Esquema 1.20. Resolucdo cinética dos ésteres das y-hidroxi-vinilestananas (RS)-47a-c pela hidrdlise
enantiosseletiva mediada pela lipase de Pseudomonas sp.

A reacdo de RCE dos compostos (RS)-47a e (RS)-47b ocorreram com alta
enantiosseletividade, e tanto os produtos de hidrélise quanto os ésteres que nao reagiram
foram obtidos com altos excessos enantioméricos (ee >98%). Ja para o composto (RS)-47c,
também foi possivel obter o produto de hidrélise (RS)-48c com alta enantiosseletividade (ee
98%), entretanto, este foi obtido com apenas 10% de conversdo. Mesmo 0 emprego de
maiores quantidades de enzima e longos tempos reacionais néo levaram a um aumento da
conversao.

As v-hidroxi-vinilestananas, como por exemplo o composto 48a, sdo empregadas

como intermediarios sintéticos na sintese de prostanglandinas.

Nestes estudos foi avaliada também a resolucdo cinética da ciclopropil-estanana

(RS)-49.%° Os autores comentam que mesmo sabendo que compostos que apresentam o
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grupamento ciclopropila podem atuar como inibidores enziméticos, a preparacdo desta
classe de compostos em sua forma enantiopura é importante uma vez que estes compostos
podem ser empregados em reagbes homo-coupling, levando a formacdo de bis-
ciclopropanos. Este tipo de estrutura € encontrado em compostos que apresentam atividade
biologica.

Para o composto (RS)-49, a lipase de P. cepacia (PCL) mostrou a melhor
seletividade, realizando a hidrélise do (RS)-49 ao correspondente alcool (R)-50 com alta
enantiosseletividade (ee >98%), porém com baixa conversdo (Esquema 1.21). Como ja
previsto, 0os autores postulam que a baixa conversdo observada é devido ao produto
formado, que estaria inibindo a acéo catalitica da enzima.

OAc lipase de OH QAC
)\[>\ Pseudomonas cepacia _ )\D\ + H él,m
n-CsHyq 4 Sn(n-Bu)z »  n-CsHqq Sn(n-Bu); n-C5H11/\-/\Sn(n-Bu)3

tampéo fosfato (pH 7,2)
(RS)-49 7 dias, 35 °C (R)-50 (S)-49
6%, ee >98% 94%, ee 2%

Esquema 1.21. Hidrdlise enantiosseletiva do alcool ciclopropilico contendo estanho (RS)-49 mediada pela lipase

de P. cepacia.

Os autores também observaram gue além de enantiosseletiva, a reacdo enzimatica €
estereoespecifica. Quando uma mistura 1:1 dos isdbmeros trans-(RS)-49 e cis-(RS)-49 foi
submetido a reacdo de resolucdo apenas o alcool (R)-50 (ee >98%) foi obtido com 12% de

rendimento apds 10 dias de reacao.

OAc
n-CsHqy Sn(n-Bu)z
trans-(RS)-49 OH
lipase de
+ Pseudomonas cepacia )\D\
>  n-CsHqq Sn(n-Bu)s
OAc tampao fosfato (pH 7,2) (R)-50
Sn(n-Bu); 10 dias, 35 °C 12%, ee >98%
n-CsHy1
cis-(RS)-49

Esquema 1.22. Hidrdlise estereosseletiva do composto trans-(RS)-49.
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1.3.6. Compostos contendo germanio

Em relacdo aos compostos contendo germanio, somente dois exemplos foram
descritos na literatura, em que sao empregadas metodologias enziméticas para a
dessimetrizacdo de substratos pro-quirais, onde o centro estereogénico esta presente no
atomo de germanio.®”®® No primeiro exemplo reportado, os autores empregaram uma
esterase de figado suino (PLE = pig liver esterase) para promover a esterificacéo
regiosseletiva do bis(hidroximetil)metil-fenilgerméanio 51. Neste trabalho, acetato de vinila foi
utilizado tanto como doador de acila e solvente, e 0 composto de germéanio opticamente
ativo 52 foi obtido com 57% de rendimento, e apenas 50% de excesso enantibmerico
(Esquema 1.23).%"

OH PLE imobilizada @ OH
©""‘G£_ Z0Ac _ ""'G.{_

me! \—OH M’ \—0Ac
51 52, 57%, ee 50%

Esquema 1.23. Primeiro exemplo de uma acilagdo regiosseletiva de compostos organogermanicos.

Os mesmos autores reportaram em um segundo trabalho® a acetilacéo regiosseletiva
dos bis(hidroximetil)fenilgermanios 53a,b bem como a hidrolise estereosseletiva dos
correspondentes acetatos 55a,b. Em ambos os métodos a lipase de pancreas suino (PPL =
porcine pancreatic lipase) foi utilizada, levando a formacao dos produtos com rendimentos e
excessos enantioméricos superiores do que os observados no primeiro trabalho (Esquema
1.24).

R R
\©G/_ OH PPL \© /o
/ _ ,

|

@
@
2

4
H \—OH Z 0Ac Hl \—OAC
53a,R=H (R)-54a, R = H, 76%, ee 93%
53b,R=F (R)-54b, R=F, 77%, ee 87%
R R
. J—OAc PPL \©”, —OAc
Se > Ge (5)
H \—oAc H20 H \—o0H
55a, R=H (S)-54a, R =H, 48%, ee 84%
55b, R=F (S)-54b, R =F, 62%, ee 94%

Esquema 1.24. Acetilacéo e hidrélise de organogermanicos pro-quirais mediada pela lipase de pancreas suino
(PPL).
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Embora existam apenas estes dois estudos, eles demonstram que metodologias
enzimaticas podem ser importantes ferramentas para a obtencdo de compostos
organogermanicos opticamente ativos. Embora que compostos quirais de germénio ainda
ndo tenham sido estudados com maior profundidade, alguns estudos farmacolégicos

mostram que sistemas bioldgicos podem fazer distingéo entre os enantiémeros.®

1.4. Compostos orgéanicos contendo boro: preparacdo, aplicacdes sintéticas e

atividade biolégica

1.4.1. Preparacao e aplicacao sintética de compostos de boro

Nos ultimos anos, compostos organicos contendo boro tem se destacado e chamado
a atencdo da comunidade cientifica pela versatiidade que estes possuem como
intermediarios sintéticos. Estes compostos podem ser empregados em diferentes tipos de
reacdes quimicas, e comumente sao utilizados na forma de &cidos bordnicos e seus
derivados ésteres’® ou como organotrifluoroboratos de potassio.”*’ Além disto, as
propriedades quimicas do &tomo de boro presente nos acidos e ésteres borénicos fazem
com que muitos destes compostos possam apresentar atividade biolégica.”

A sintese do primeiro composto organico de boro, o &cido etilbordnico (56), foi
reportada por Frankland e Duppa’ em 1860 (Esquema 1.25). Entretanto somente a partir da
década de 1970, que o interesse pela quimica desta classe de compostos, bem como novas
e eficientes metodologias para sua preparacdo, passaram a ser exploradas com mais

intensidade.

Lo \ o OH
oxidagéo pelo ar /

O/B\o/\ * ZnEty ———= rB\/ \

) OH
t

Esquema 1.25. Sintese do &cido etilbordnico reportado em 1860 por Frankland e Duppa.

rietilborato trietilborana 56
acido etilbordnico

O desenvolvimento da reacdo de hidroboracdo pelos quimicos Herbert C. Brown e

Subba Rao’® trouxe uma grande contribuicdo para a quimica organica sintética, e é umas

das principais metodologias para a obtencédo desta classe de compostos.’®’""®
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A hidroboracdo de alcinos terminais leva a formacgédo de alquenilborénicos de
configuracdo-(E) com alta estereosseletividade, com a adi¢cdo do 4&tomo de boro no carbono
terminal. Uma diversidade de boranas pode ser empregada para este proposito (Esquema
1.26). A hidroboracéo de alcinos internos usualmente leva a formagédo de uma mistura de

regioisbmeros.

R'——H + H-B —_—

R'= alquila ou arila

Ragentes de hidroboracdo comumente utilizados

0 0 X

/ / /
H_B\ H_B\ :@ =8 H_B‘

@) (@] X

. X =BrouCl
pinalcolborana catecolborana

cicloexilborana

Esquema 1.26. Esquema geral de uma reag&o de hidroboracéo de alcinos terminais.

Enquanto a hidroboracdo de acetilenos ocorre em condicbes brandas, a
hidroboracdo de alcenos com boranas como a pinacolborana ou catecolborana para a
formacdo dos correspondentes ésteres alquilborbnicos necessita de condigcbes mais

drasticas como maior temperatura ou tempo reacional. Entretanto reacfes catalisadas por

0 |81

complexos de rédio,® niquel®* ou paladio® possibilitam a formacéo de alquilboranas em
condicbes reacionais brandas, com rendimentos satisfatérios e com alta seletividade.

JA os A4cidos arilborbnicos, bem como acidos alquenilborénicos, podem ser
facilmente preparados a partir dos correspondentes reagentes de Grignard ou litio (Esquema
1.27). A reagdo entre estes reagentes organometélicos com trialquilboratos com
subsequente hidrolise do éster formado leva a formacdo dos &cidos borbnicos de uma

maneira relativamente simples, podendo ser produzido em grandes quantidades.
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1. B(Oi-Pr);
THF ou dietiléter OH
-78°C /
R 2. H,O/H" RN OH

1. B(Oi-Pr)3
THF ou dietiléter

R %/\ng L’ R %/\B/OH
2. HyO/H* '

onde:
M = MgX (X = Cl ou Br) ou Li

Esquema 1.27. Metodologia comumente empregada para a preparacgdo de acidos aril- e alquenilborénicos.

Posteriormente, a esterificacdo dos acidos borénicos com diferentes alcoois ou didis
pode ser facilmente realizada. O processo de esterificagdo € uma reacao em equilibrio, e a
formacdo do éster é favorecida pela remocédo da agua formada, que pode ser através de
uma destilacdo azeotrdpica ou pelo emprego de agentes desidratantes como peneira
molecular ou MgSO,.

Um segundo método bastante empregado para a obtencado de ésteres arilborbnicos é
a reacao de borilacdo de Miyaura, que consiste de um acoplamento cruzado entre o dimero
da pinacolborana, o bis(pinacolato)diborana (B,pin,), com haletos®® ou triflatos®* de arila,
catalisado por complexos de Paladio, como exemplificado no Esquema 1.28 através da
reacao da 4’-bromoacetofenona (57) e Bypin, (58), levando a formacéo do éster pinacolico

do acido 4-acetilfenilborénico (59).

Pd(dppf)Cl,
KOAc
DMSO 80 °C O~

57 59, 80%

o}

Br

O~

Esquema 1.28. Preparacéo de ésteres bordnicos através da reacédo de borilagdo de Miyaura.

Através desta metodologia, a qual emprega condi¢bes brandas, uma variedade de
ésteres aril e heteroarilborénicos contendo grupos funcionais como cetona, éster, nitrila ou
nitro como podem ser obtidos sem a necessidade de protecdo destes grupos.

Algumas caracteristicas intrinsecas a esta classe de compostos os tornaram
extremamente atrativos quando comparados a outros reagentes organometalicos. Em geral,
estes compostos apresentam-se como solidos cristalinos e podem ser facilmente
manipulados na presenca do oxigénio e da umidade atmosférica. Podem ser armazenados

por um longo periodo de tempo, e apenas em alguns casos podem sofrer degradagao pela
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oxidacao do ar. Além disto, apresentam relativa ndo-toxicidade assim como o0s subprodutos
gerados apos a reacao.

Acidos borénicos e seus derivados ésteres ou trifluoroboratos de potassio s&o os
principais componentes da reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura. Esta reacéo,
desenvolvida no final da década de 1970, € atualmente uma das mais importantes
metodologias empregadas na formacao de ligacbes carbono-carbono.

A reacdo envolve o uso de complexos de paladdio para mediar a reacdo de
acoplamento entre diferentes organoborénicos com uma variedade de reagentes contendo

centros eletréfilicos (Esquema 1.29).5>°%

/—\:>_ /OR X‘C> catalisador de Pd @_@
\ B + / ) /,
R X / YR N\ X R base R/\ / \ X R

Esquema 1.29. Reacéo de acoplamento cruzado do tipo Suzuki-Miyaura catalisada por paladio.

Devido as condicBes reacionais brandas e a tolerdncia a diferentes grupos
funcionais, esta reacdo vem sendo frequentemente empregada na sintese de produtos
naturais, e foi introduzida com sucesso na indastria, principalmente na industria
farmoquimica.®” Como por exemplo, o farmaco valsartana utilizado para o controle de

hipertenséo arterial e o pesticida boscalida mostrados na Figura 1.4.

HN

o) j\/ _N__Cl
\/\)]\N CO,H &Iﬁo
/N\ O O
N cl

N-NH
valsartana boscalida
(Diovan®, Novartis) (Cantus®, Basf)

Figura 1.4. Estruturas biarilicas obtidas através da reacdo de acoplamento.

Devido a versatilidade sintética desta reacdo, e pela possibilidade de ser realizada
em uma escala industrial, o pesquisador japonés Akira Suzuki foi um dos agraciados com
prémio Nobel de Quimica no ano de 2010. O Nobel de quimica foi compartilhado também
pelos pesquisadores Richard F. Heck e Ei-ichi Negishi por suas pesquisas em reacoes de

acoplamento catalisadas por paladio.®
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Além das reacBes de acoplamento, os compostos de boro sdo empregados com
sucesso em inumeras outras reacdes, como por exemplo, na reacdo de acoplamento
carbono-heterodtomo (O ou N) catalisada por sais de cobre, em reacdes de Diels-Alder, na
sintese assimétrica de aminoacidos, na reducéo seletiva de cetonas e aldeidos, na quimica

de polimeros entre outras aplicagdes. "

1.4.2. Atividade biol6gica dos compostos de boro

Na natureza, compostos de boro encontram-se principalmente na forma de 6xidos,
sendo mais comumente encontrados na forma de &cido bérico.”® Até o momento ndo sdo
conhecidos compostos naturais contendo a ligacdo carbono-boro, entretanto, é conhecida a
ocorréncia de ésteres bordnicos como parte estrutural de moléculas naturais, como por
exemplo, a boramicina o qual é isolada da bactéria Streptomyces antibioticus, que além da
atividade antibidtica, apresenta atividade anti-HIV (Figura 1.5).% Estes ésteres também s&o
responsaveis pela estrutura das paredes celulares de plantas, realizando ligacdes cruzadas

entre cadeias de polissacarideos %

I " "

Boromicina

HO™ ™OH Isolado do fungo
Streptomyces antibioticus.
Acido bérico Borato formado a partir do acido malico, Além da atividade antibidtica,

e encontrado em vinhos apresenta atividade Anti-HIV

Figura 1.5. Compostos contendo o atomo de boro em sua estrutura e que sdo encontrados na natureza.

Como ndo séo conhecidas rotas biossintéticas para a formacgéo de ligagbes carbono-
boro, pode ndo haver enzimas que metabolizem tais compostos. Tal circunstancia pode
representar uma vantagem na utilizacdo destas moléculas como agentes terapéuticos.

Embora nos &cidos borbnicos ha a existéncia de duas hidroxilas, estes compostos ndo
apresentam a caracteristica de um acido de Bronsted. Uma vez que o &tomo de boro nos
acidos e ésteres bordnicos possui uma hibridizacéo sp?, a presenca de um orbital p vazio faz

com gue estes compostos atuem como 4cidos de Lewis (Esquema 1.30).



43

O/_\,
‘OH, o PH
()oH OH
“OH -
\\\OH M y2 ‘\\\\o
B R |3< —— R—B\ + HzO"
() oH OH

Esquema 1.30. O equilibrio de ionizagdo dos acidos borénicos em agua. O atomo de boro com hibridizagéo sp2
(geometria trigonal planar) passa a apresentar uma hibridizagao sp3 com geometria tetraédrica (equagéo A). E a
reagao do acido borénico como um acido de Bronsted o qual ndo acontece em condi¢gdes normais.

Com base na reatividade dos acidos e ésteres borénicos como acidos de Lewis, os
compostos de boro vém sendo avaliados como inibidores de enzimas hidroliticas como
peptidases e lipases.? Os primeiros relatos da inibigdo de enzimas proteoliticas por acidos
bordnicos foram publicados na década de 1970, em que descobriu-se que os acidos
arilborénicos podiam inibir a atividade de enzimas como a quimotripsina e a subtilisina.®**

O processo de inibicao ocorre pela interacdo do orbital p livre do atomo de boro com
os grupos nucleofilicos dos aminoacidos presentes no sitio ativo, como a serina, treonina ou
cisteina, levando a formacdo de um complexo tetraédrico como mostrado no (Esquema

1.31).

R_B'lu
O\OH \ "OH
OH

Esquema 1.31. Formagao do complexo boro-enzima.

Devido a essa interessante reatividade, compostos contendo o grupamento acido
borénico foram desenvolvidos para fins terapéuticos. O bortezomibe (Figura 1.6) foi o
primeiro composto contendo a fungao acido borénico em sua estrutura que foi aprovado
para uso medicinal pelo FDA, sendo comercializado pelo nome de Velcade®® O

7

bortezomibe é empregado no tratamento de mieloma multiplo, que € um cancer que se
desenvolve na medula 6ssea. O alvo de acdo do bortezomibe e o proteassoma 26S,%%
uma enzima proteolitica presente nas células, o qual é responsavel pela degradagédo de
proteinas. O proteassoma € um importante alvo no desenvolvimento de drogas anti-cancer,

e a sua inibigdo leva a morte das células cancerigenas por apoptose.
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Proteassoma 26S
(sub-unidade 20S, 5)

NH, +
. NH3
/x.o
/
H

(o) o]

o
Ho U oon H ©/
NS N N, BN - NS N Now, B"\”’OH
| H O "oH | H OH
~ (o] ~ (o]
N

bortezomibe

Proteassoma 26S
(sub-unidade 20S, B5)

Figura 1.6. Inibicdo do proteassoma 26S pelo bertezomibe através da complexagao do residuo de treonina
presente na sub-unidade 35 com o orbital p do atomo de boro.

Embora o bortezomibe seja o exemplo mais citado quando se comenta sobre inibigao
enzimatica por compostos de boro, varios trabalhos vém reportando que diferentes acidos
ou ésteres borbnicos podem atuar como inibidores enzimaticos. Além disto, outras classes
de enzimas, como as glicosiltransferases e lipases,”®'"' também s&o inibidas por estes
compostos.

Acidos borénicos estruturalmente simples como os derivados do &cido fenilborénico
mostraram significante atividade inibitéria da lipase de pancreas suino. Esta lipase é
comumente empregada como biocatalisador na hidrélise enantiosseletiva de ésteres

carboxilicos ou na resolugéo cinética de alcoois através de acilagéo enantiosseletiva.
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2. Objetivos

Compostos organicos de boro, mais especificamente os acidos e ésteres borbnicos,
sdo intermediarios sintéticos extremamente interessantes devido a reatividade provida pelo
atomo de boro, podendo ser aplicados em diferentes reacdes quimicas. Além disto, estes
compostos sdo conhecidos por possuirem atividade inibitoria frente a diferentes enzimas.

Assim, devido a importancia sintética destes compostos, e mesmo havendo relatos
na literatura da atividade inibitéria destes compostos, o principal objetivo do estudo realizado
durante o doutorado, e apresentado nesta tese, foi estudar a viabilidade de se aplicar
metodologias enzimaticas na transformag¢édo de compostos contendo o &tomo de boro em
sua estrutura. Adicionalmente, este estudo ndo tem somente o objetivo de preparar
compostos de boro enantiopuros, mas também obter informacdes importantes sobre a
compatibilidade dos sistemas enzimaticos frente a substratos contendo boro.

Para isso, foi proposta a sintese de alcoois secundéarios quirais e aminas primarias
guirais contendo boro, para serem avaliados como substratos em reacbes de acilacdo
enantiosseletiva mediada por lipases (resolucdo cinética enzimatica).

Também foi proposta a sintese de cetonas pro-quiras contendo boro para serem
avaliadas como substratos em reacdes de biorreducdo empregando células de

microorganismos ou somente as enzimas alcool desidrogenases e os cofatores.
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3. Resolucao cinética e resolucao cinética dinamica quimio-
enzimatica de alcoois secundarios contendo boro

3.1. Introducéo

3.1.1. Resolucdo cinética enzimatica de alcoois

Dentre as técnicas utilizadas para a separacao de racematos, a resolucdo cinética é
um dos métodos mais utilizados, e consiste na separa¢édo dos enantibmeros através de uma
reacdo enantiosseletiva, ou seja, apenas um dos enantidbmeros sera transformado em outro
composto. Como ja mencionado (item 1.2), isto ocorre devido ao fato que cada um dos
enantibmeros possui velocidades diferentes de reagcdo com um reagente quiral. Este
reagente quiral pode estar em uma quantidade subestequiométrica e pode ser um
catalisador quimico'®? ou um biocatalisador (enzima isolada ou microorganismo).

Em uma resolucdo cinética ideal, apenas um dos enantibmeros participa do ciclo
catalitico enzimatico. Como por exemplo, se a constante de velocidade do enantibmero-(R)
€ muito superior a constante de velocidade do enantibmero-(S) (kr >> ks), partindo de uma
mistura inicial contendo 50% do enantibmero-(R) e 50% do enantibmero-(S) apenas o
primeiro sofreria a reacdo mediada pela enzima, levando a uma mistura final de 50% do

produto de configuracdo-(R) e 50% do reagente inicial de configuracdo-(S) (Figura 3.1).

kir
substrato-(R) B » | produto-(R)
50% de rendimento
+
kis)
Su bstrato-(S) ——————— -»> produto_(s)

Figura 3.1. Resolucdo cinética ideal em que apenas um dos enantidmeros é transformado.

Das reacgfes enzimaticas, a resolucdo cinética de racematos através da acilagédo

7

enantiosseletiva de &lcoois quirais mediadas por lipases é a biotransformacdo mais

estudada, 031

10319 530 enzimas encontradas em

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3)
grande parte dos seres vivos como animais, plantas, fungos e bactérias. O sitio ativo das
lipases foi naturalmente desenvolvido para a hidrolise de triacilglicerdis, e neste sitio

catalitico encontram-se trés residuos de aminoécidos que s&do responsaveis pelo
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mecanismo catalitico. Estes trés aminoacidos, que sdo a serina, a histidina e o &cido
aspartico, séo conhecidos como triade catalitica.'®"**°

O arranjo espacial destes trés residuos de aminoécidos no sitio enzimatico propicia
um decréscimo no pKa da hidroxila da serina, possibilitando um ataque nucleofilico ao

carbono carbonilico do substrato, no caso um éster carboxilico (Esquema 3.1).

105 Ser~_:* o 105 R?

. er
VA Y e
187 A H R'0” "R?

sp\rroe o 187ASPY09 . /H-----!O)
o T /=N o R /=N \ intermediario
H—N77\ H—N77\ R tetraédrico
His 224 His 224

triade catalitica

(0]
105 Ser\o)\\ R2
187 AspYoe
T =N 1
H—N_ __ + R'OH

His 224

Esquema 3.1. Primeira etapa de hidrélise de um éster carboxilico mediada pela triade catalitica presente nas
lipases. As posicOes dos residuos dos aminoacidos que compde a triade catalitica séo referentes a lipase de C.
antarctica (CALB).

Uma vez que reacdes hidroliticas sao reversiveis em meios ndo aquosos, as lipases
podem também catalisar a formacao de ésteres a partir de alcoois e um reagente doador de
grupamento acila.

Em um ambiente ndo aquoso, a acilagdo enantiosseletiva de alcoois secundarios
guirais ocorre em duas etapas (Esquema 3.2). Na primeira etapa do ciclo catalitico, o grupo
hidroxila da serina que esta ativado pela histidina, reage com o grupo carbonila do doador
de acila, representado no Esquema 3.2 pelo acetato de vinila (60), levando a um
intermediario conhecido como complexo acil-enzima. A carga negativa gerada no oxigénio
carbonilico é estabilizada pela cavidade oxi-idnica. Esta estabilizacdo € proporcionada por
ligacbes de hidrogénio com residuos de aminoacidos como glicina e treonina. No proximo
passo, o intermediario tetraédrico se desfaz, formando o éster derivado da serina e
liberando o alcool derivado do doador de acila.

Na segunda etapa, o intermediario acil-enzima e atacado por um nucledfilo, no caso
um dos enantibmeros do alcool empregado como substrato, levando a formacédo do produto

acetilado, e restabelecendo a triade catalitica.
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Esquema 3.2. Ciclo catalitico de uma reagdo de acilacdo enantiosseletiva de alcoois secundarios quirais
mediada pela triade catalitica da lipase de C. antarctica (CALB).

Com relacdo aos reagentes doadores de grupo acila, espera-se que estes sejam
compostos simples, de facil aquisicdo e que nao reajam espontaneamente com o substrato.
E importante também que a reacéo de transesterificacéo seja irreversivel. Desta forma, para
evitar ou minimizar este problema um excesso do doador de acila pode ser empregado, ou o
uso de doadores de acila que levem a subprodutos menos nucleofilicos ou que possam ser
removidos do meio reacional, e assim deslocando o equilibrio para a formagéo do produto.

Os reagentes doadores de acila que séo frequentemente empregados nas reacdes
de RCE de alcoois sdo os ésteres de enoila, como o acetato de vinila (60) e o acetato de
isopropenila (61). Quando estes doadores de acila sdo utilizados, os subprodutos
resultantes da primeira etapa do ciclo catalitico sdo 4alcoois vinilicos (endis), que

tautomerizam aos correspondentes compostos carbonilados (Esquema 3.3).
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Esquema 3.3. Reagentes doadores de acila comumente empregados nas reacbes de RCE e os enbis
produzidos como subproduto na primeira etapa da reacdo enzimatica.

Embora ndo se possa estabelecer o grau de enantiosseletividade de uma lipase
frente a uma reacao de esterificacdo de alcoois ou hidrélise dos correspondestes ésteres,
existe um modelo empirico que pode predizer a enantiopreferéncia das lipases frente a
determinados substratos. Este modelo, conhecido como regra de Kazlauskas,™° foi criado a
partir de diferentes experimentos realizados pelo grupo de pesquisa de Romas J.
Kazlauskas, em que diferentes ésteres de alcoois secundarios foram submetidos a reacéo
de hidrélise mediada pela lipase de Pseudomonas cepacia. Nestes experimentos observou-
se que a lipase de P. cepacia catalisava preferencialmente a hidrolise dos ésteres de
configuracdo-(R). Embora o trabalho de Kazlauskas e colaboradores tenha sido focado
apenas na hidrélise de ésteres, este modelo é atualmente aceito e sustentado por inimeros
trabalhos que posteriormente foram realizados, tanto em relacdo a hidrélise de ésteres como

na acilacédo de alcoois secundarios (Esquema 3.4).

(0] O

DN PN

j)\ — & ‘ ‘@ ® -
enantidmero-(S) enantidmero-(R)

| RO R O R
o + + 0
Ilpase lipase
OH OH

racemato (RS) racemato (RS)
— Q@ Q0 —

enantidmero-(R) enantidmero-(S)

mQ
mQ

( reacao de hidrolise ] (reagéo de esterificagéo)

Esquema 3.4. Enantiopreferéncia em reacdes enzimaticas de hidrdlise e esterificacdo de alcoois secundarios de
acordo com o modelo empirico de Kazlauskas.
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Posteriormente, com a elucidacdo da estrutura tridimensional de algumas lipases
bem como do sitio catalitico, por técnicas de cristalografia e difracdo de raios-X, as
observacdes obtidas de forma empirica quanto a enantiosseletividade do sitio catalitico
puderam ser atribuidas ao formato do préprio sitio catalitico. Foi observado que o sitio
catalitico consiste de duas cavidades de diferentes tamanhos, uma pequena e uma grande.
A Figura 3.2 ilustra de uma maneira simplificada a estereosseletividade para os substratos
contendo um grupo volumoso e outro pouco volumoso quando acomodados no sitio

catalitico.

A B

Figura 3.2. llustracdo simplificada das cavidades do sitio catalitico de uma lipase e os enantibmeros de um
alcool quiral contendo um grupo volumoso (esfera G) e um grupo pequeno ou menos volumoso (esfera P).

Através deste modelo, pode-se observar qgue um dos enantibmeros estara mais bem
acomodado no sitio ativo (Figura 3.2 - A) do que o segundo enantibmero ativo (Figura 3.2 -
B). Isto gera uma diferenca entre as energias de transicdo diasteroméricas (AAG") entre a
enzima e o substrato, e por este motivo, o enantibmero melhor acomodado nas cavidades
tera uma velocidade de reacdo superior ao seu enantibmero oposto.

Um conceito importante, que descreve a seletividade de uma reacédo de resolucao
cinética enzimatica é a razdo enantiomérica ou fator de seletividade (E).***™** O valor de E
descreve numericamente 0 quanto uma reagdo € seletiva, consequentemente, o quéo
enantiopuro sera o produto formado.

Cineticamente, o valor de E € obtido pela razéo entre as velocidades de reacdo de
cada enantibmero com a enzima. A reacdo de cada enantibmero com a enzima forma
ambos complexos enzima-substrato, um com cada enantibmero, e pode ser tratada como se
fosse uma reagdo uni-uni (ou seja, que envolve somente um substrato e um produto). Cada
constante de velocidade, para uma reacao uni-uni, & descrita pelos valores de K.y (nUmero
de moléculas convertidas por segundo, por molécula de enzima) e Ky (constante de

saturacao do substrato) como mostrado na Equacéo 3.1.

VR _ (kcat IKy )R

Vs (kcat / KM )s Equacéo 3.1

onde: Vg velocidade de reagdo com o enantibmero-(R)
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Vs velocidade de reagédo com o enantibmero-(S)
Chen e colaboradores'*? desenvolveram uma equacdo (Equacdo 3.2), baseada em

reagBes uni-uni e irreversiveis, que pode ser utilizada para calcular E com os valores

experimentais de excesso enantiomérico (ees ou eep) a uma dada fragdo de converséao (c).

c_ In[(1-c)i-ees)] In[—c)i—ee,)] Equacio 32
In[1-c)i+ee.)] In[(1-c)i+ee,)]

Os excessos enantioméricos (ee) que aparecem na Equacdo 3.2 descrevem a
pureza enantiomérica de compostos quirais, e sao obtidos através da Equacao 3.3, onde R
€ a concentracao do enantibmero (R) e S é a concentracdo do enantidbmero (S). Assim, para
uma mistura racémica, o valor de ee é zero e, para um composto enantiomericamente puro,
€ 100%.

ee, (%) =[(R—S)/(R+S)]x100 Equagdo 3.3

A conversdo da reacao (c) é definida como a fracdo de substrato que foi convertido
em produto em um determinado tempo, e pode ser calculada a partir dos valores dos

excessos enantioméricos (ee) do substrato e do produto (Equacéo 3.4).

C= €€s Equacéo 3.4
ee, +€ee,

A obtencdo do valor de E pode ser simplificada™**

substituindo o termo ¢ na Equacéao
3.2 pelos valores de excesso enantiomérico do substrato e do produto, levando a equacgao
Equacao 3.5.

nlL-ees }

E = —1+(ee5/eep) Equacéo 3.5

In_ 1+eeq
| 1+(ees /ee;)

Assim, para calcular o valor de E, basta medir o excesso enantiomérico do produto
formado e do substrato remanescente, que sdo facilmente obtidos a partir de técnicas
cromatograficas, como HPLC ou CG, utilizando-se de uma fase estacionaria quiral.

Em termos de valores, uma RCE com E <15 é considerado inaceitavel, valores de E
entre 15 e 30 podem ser considerados de moderados a bons, enquanto um valor de E >20,
séo considerados satisfatorios. Valores de E >200 s&o dificeis de determinar, uma vez que
este é determinado em funcdo de uma equacdo logaritmica, pequenas variagbes no ee

podem causar uma grande variagdo no valor de E.
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3.1.2. Resolucdo cinética dinamica quimio-enzimatica de &lcoois

Embora a resolugéo cinética enzimatica seja uma ferramenta bastante util para a
obtencdo de ambos estereoisbmeros separadamente, com esta técnica somente € possivel
obter 50% de rendimento do produto enantiomericamente puro. Para que se possa obter um
rendimento maior que 50%, 0 enantidbmero que ndo reagiu deve ser racemizado e submetido
novamente as condi¢des de resolucao.

Entretanto, se o substrato for rapidamente racemizado, mantendo um equilibrio
dindmico entre os dois enantibmeros na mistura reacional, € possivel obter apenas um
produto opticamente puro a partir de uma acilagdo enantiosseletiva, com rendimento tedrico

de 100%. Este tipo de processo é chamado de resolucédo cinética dinamica (RCD).

k R
substrato-(R) ® > | produto-(R)
100% de rendimento
ki || kq
kis)
substrato-(S) —-——-—-—---- = produto-(S)

Kr) >> Ks

Figura 3.3. Representagdo esquematica para a resolugao cinética dinamica (RCD)

Em uma RCD de alcoois, a quantidade de ambos os enantibmeros € equilibrada por
uma reacdo redox, enquanto um dos enantibmeros é consumido através de uma acilacao
enzimatica enantiosseletiva. Apds a RCD, se desejado, o éster opticamente ativo pode ser

hidrolisado obtendo-se o correspondente alcool enantiopuro (Figura 3.4).

/OkH M JOJ\ MH, (g)H lipase N
R’ R? MH, R! R2 R R2 doador de acila
{ racemizagao redox ] resolugdo cinetica

enzimatica

hidrélise

M = complexo metalico

Figura 3.4. Esquema de uma racemizacéo redox de um &lcool quiral combinado com uma reacéo de RCE.
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Para que uma RCD seja eficiente, € necessério uma racemizacao continua do
enantibmero menos reativo, e para isto, h4 um grande interesse no desenvolvimento de

catalisadores que proporcionam esta racemizacdo. Complexos derivados de metais de

115-116 17 118-119

transicdo como rodio,™** paladio, aluminio™’ e vanadio ja foram desenvolvidos
para a racemizacdo de alcoois secundarios, entretanto, poucos foram empregados com
sucesso na presenca de uma lipase. Os complexos de ruténio sdo 0os mais empregados
hoje.

Em 1997, o grupo do pesquisador sueco Jan E. Backvall reportou que o complexo de
ruténio 62 (Figura 3.5), conhecido como catalisador de Shvo, era compativel com o
processo de resolucéo cinética enzimética mediada pela lipase de C. Antarctica (CALB)."**
121 0 complexo 62, é um dimero de complexos de ruténio e é ativado por aquecimento,
resultando na dissociacdo do dimero nas espécies ativas. Posteriormente os grupos dos
pesquisadores coreanos Kim e Park'? desenvolveram o complexo de ruténio 63, que
apresentava uma melhor eficiéncia do processo de racemizacdo podendo ser utilizado a
temperatura ambiente, porém, sua sintese é considerada bastante trabalhosa.

Entretanto, o complexo de ruténio 64, que também foi desenvolvido pelo grupo de
Backvall, foi o que causou um significante progresso na RCD quimio-enzimatica de
alcoois.’**'?* O complexo 64 é descrito por seus criadores como um reagente altamente
compativel com as condicdbes empregadas na RCE, além de ter um alto poder de

racemizacao a temperatura ambiente.

R\{\/H\T\U RU ~c R\U ~C
OC cCoO OC ‘co \ CcO
62 63 64

Figura 3.5. Exemplos de complexos de ruténio empregados na racemizacao de alcoois durante a RCD.

O acetato de isopropenila € utilizado como doador de acila nas rea¢bes de RCD
guimio-enzimaticas devido a sua compatibilidade com o catalisador de ruténio. O uso de
acetato de vinila, comumente utilizado como doador de acila nas RCE resulta na formacéo
de acetaldeido, o qual interfere no processo de transferéncia de hidrogénio pelo catalisador.

De forma sucinta, o mecanismo de racemizacdo proporcionado pelo complexo de
ruténio 64 proposto pelos autores inicia pela ativacdo do complexo 64 pelo KOt-Bu,
substituindo o atomo de cloro pelo grupo terc-butoxila, levando entdo a formagdo do

complexo 64-A, o qual é a forma ativa. (Esquema 3.5, passo I). Este novo complexo
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formado é caracterizado pela mudanca de coloracdo da mistura reacional, de amarelo para
castanho escuro.

Quando uma molécula do alcool secundario quiral, representado no Esquema 3.5
pelo (S)-feniletanol é adicionada, ocorre uma rapida troca entre o grupo terc-butoxila
presente no complexo 64-A e o éalcool enantiomericamente puro (passo lIl), levando a
formacado do intermediario 64-B. Uma vez formado o intermediario 64-B ocorre uma etapa
de eliminacdo de hidreto, levando a formacdo do complexo 64-C (passo lll). Dados
experimentais mostram que a cetona formada permanece coordenada ao 4&tomo de Ru.

Como ligagdo sigma entre o oxigénio carbonilico e o &tomo de Ru possui rotagao
livre, a reinsercéo do hidreto pode ocorrer em qualquer uma das faces da cetona. Uma nova
troca entre o complexo 64-D e uma segunda molécula de (S)- ou (R)-feniletanol libera o

alcool com configuracéo (R) ou (S) regenerando o intermediario 64-B.

Ph o, KOtBu Kl Ph b
Ph@ Ph@
pr? \ Ph P> A "Ph 64-A
\\sR\u\CI o <) ~otBu
0C ¢o oC co
64
(S)-feniletanol
(1
t-BuOH
Ph
(R)- ou (S)feniletanol T ph@Ph
Ph)\ pr?_\ Ph PR
R\u\O
OoC co H
(v) 64-B ()
OH
Ph/k
(S)-feniletanol
PR o Ph
== S P~
PR g, " pr” L "Ph PN
oc é;o H OC" [ H
" \\_—/ i
(V)

Esquema 3.5. Mecanismo proposto para a racemizacao de alcoois secundarios mediada pelo complexo de
ruténio 64.
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Com o emprego do complexo 64 diferentes &lcoois foram resolvidos dinamicamente,
levando ao produto acetilado com excelentes valores de conversdo e excessos
enantioméricos, sendo até mesmo possivel utilizar esta metodologia para preparacdo de
alcoois enantiomericamente puros em escala de quilogramas.**

No Esquema 3.6 € mostrado a RCD para o (RS)-feniletanol e alguns exemplos de
produtos acetilados obtidos por essa metodologia.

64 (4 mol%) oh
OH KO!Bu (5 mol%) OAc Ph@Ph
: \ “Ph
t ¢ \
CALB, Na2CO3 OoC co
(RS)-feniletanol tolueno, 25 °C, 3 h (R)-acetato . 64
de 1-feniletila (7>-PhsCp)Ru(CO),Cl

92%, ee >99%

' OAc OAc
g N <
OAc
92%, ee 98%
97%, ee >99% 99%, ee >99%
98%, ee >99%
g
\/©/\ ~OAC
(é)Ac OAc
90%, ee >99%, de 97% 97%, ee >99% 95%, ee >99%

Esquema 3.6. RCD quimio-enzimética do (RS)-feniletanol e outros exemplos de produtos acetilados obtidos por
RCD.
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3.2. Apresentacéo e discussédo dos resultados

3.2.1. Sintese dos alcoois secundarios contendo boro

Até o momento, alcoois secundarios quirais contendo boro, seja na forma de &cido
ou éster bordnico, ndo sdo disponibilizados comercialmente. Desta forma, o primeiro passo
deste projeto foi a preparacdo de diferentes alcoois quirais contendo boro para serem
empregados como substratos. Os alcoois contendo boro 65a-h mostrados na Figura 3.6

foram preparados através de diferentes metodologias, as quais serdo descritas a seguir.

OH OH OH OH
; 65b
o B o) B
65a o o 65¢ O]

OH

OH OH oH
soalE canaliion
o) o) 65f HOS
65h
B
HO” “OH

[?
OH
65g

Figura 3.6. Alcoois secundarios quirais contendo boro que foram avaliados como substratos em reagbes de
acetilacdo enantiosseletiva mediada por lipases.

Os alcoois 65a-d, os quais possuem o grupamento éster borbnico ligado nas
posicles 4 (para) e 3 (meta) do anel aromatico, e os alcoois 65g,h contendo o grupamento
acido borénico foram preparados a partir dos acidos 4- e 3-acetil-fenilborénicos (66a,b), os
guais foram obtidos comercialmente. Os alcoois desejados foram preparados através de

metodologias simples como mostrado no Esquema 3.7.
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(0] (0] OH
pinacol ou
| ~ neopentilglicol | = NaBH,4 | N
AF o AF oo - AP
(HO),B THE X,B EtOH,0°C-ta.,4h X5B
66a, 4'-B(OH), 59a, BX, = 4'-Bpin, 98% 65a, BX, = 4'-Bpin, 98%
66b, 3'-B(OH), 59b, BX, = 3'-Bpin, 99% 65b, BX, = 3'-Bpin, 98%
59c¢c, BX, = 4'-Bneop, 97% 65¢, BX, = 4'-Bneop, 48%
59d, BX, = 3'-Bneop, 96% 65d, BX, = 3'-Bneop, 54%
NaBH,
EtOH,0°C-ta., 16 h
OH OH
| N pinacol ou | N
neopentilglicol
- SAF o)
AP > X,B Bpin= —&
(HO),B THF . o
2 65a, BX, = 4'-Bpin, 99%
65g, 4'-B(OH),, 93% 65b, BX, = 3'-Bpin, 99%
65h. 3-B(OH), 94% 65c, BX, = 4'-Bneop, 89% Bneop = —& X
65d, BX, = 3'-Bneop, 90%

Esquema 3.7. Sintese dos alcoois (RS)-65a-d e (RS)-65g,h.

Inicialmente, os acidos borbnicos 66a,b foram submetidos a uma reacdo de
esterificacdo do grupamento acido bordnico com os didis pinacol ou 2,2-dimetilpropano-1,3-
diol também conhecido como neopentilglicol. A escolha destes didis esta relacionada a
estabilidade dos ésteres boronicos formados ao ar e a umidade. Estes ésteres boronicos
também sdo estaveis em contato com a silica e assim, podem ser facilmente purificados por
cromatografia em coluna. O neopentilglicol pode também ser uma alternativa ao uso do
pinacol, principalmente devido ao seu menor custo.

A conversado dos acidos bordnicos em seus respectivos ésteres ocorre de maneira
guantitativa através da remocdo da agua formada durante a reacdo. Para isso, 0s ésteres
acetil-fenilborénicos 59a-d foram preparados através de duas metodologias, ambas levando
aos compostos desejados com altos rendimentos (Esquema 3.8).

Na primeira metodologia (Método A, Esquema 3.8), os acidos borbnicos 66a,b e um
pequeno excesso de pinacol foram dissolvidos em acetato de etila, seguido da adigéo de 3
equivalentes de MgSO,4. A conversdo dos reagentes nos produtos foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (CCD) e ap0s 4 horas de reacdo os produtos desejados
59a e 59b foram obtidos com 96 e 97 % de rendimento, respectivamente.

Entretanto, foi estabelecida uma condi¢do mais rapida e eficiente para a esterificacdo
dos &cidos borbnicos 66a,b (Método B, Esquema 3.8). A reagdo de esterificacdo foi
acelerada pela remocdo da agua formada juntamente com a remocdo do solvente, e
utilizando apenas um equivalente de pinacol ou neopentilglicol com relagdo ao acido
borénico. Os reagentes foram dissolvidos em THF anidro, seguido da evaporagdo do

solvente em rota-evaporador. O processo de adicdo de solvente e evaporacao foi repetido
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trés vezes levando a formagédo dos respectivos ésteres borbnicos 59a-d com excelentes
rendimentos (96 a 99%).

O (0]
pinacol (1.2 equiv)
I A MgSO4 | N
AF EOAc ta,4h . AP
(HO).B o pinB
66a, 4'-B(OH), 59a, 96%
Método A 66b, 3'-B(OH), 59b, 97%
O (0]
pinacol ou
I N neopentilglicol | N
Z THF A
(HO).B X2B
66a, 4'-B(OH), 59a, BX, = 4'-Bpin, 98%
Método B 66b, 3'-B(OH), 59b, BX, = 3'-Bpin, 99%

59c¢, BX, = 4'-Bneop, 97%
59d, BX, = 3'-Bneop, 96%

Esquema 3.8. Reacgdes de esterificacdo dos acidos acetil-fenilbordnicos 66a,b com pinacol.

Para a reducdo da funcdo cetona dos compostos 59a,d aos respectivos alcoois
secundarios (RS)-65a,d foi empregado a metodologia usual de reducdo de cetonas, o qual
emprega o NaBH, como agente redutor. O grupamento éster bordnico derivado do pinacol
mostrou-se inerte as condi¢cBes reacionais, e posteriormente as condi¢cdes de purificacao,
uma vez que os produtos finais (RS)-65a,b foram obtidos com excelentes rendimentos
(Esquema 3.9). Porém, o grupamento éster borbnico derivado do neopentilglicol ndo se
mostrou tdo estavel as condi¢des reacionais, e os produtos desejados (RS)-65c,d foram
obtidos com 48 e 54% de rendimento ap0s o processo de purificagdo como mostrado no

Esquema 3.9.

o OH
| N NaBH, X
AL EtOH,0°C-ta,4h AF
X,B X,B
59a, BX, = 4'-Bpin 65a, 98%
59b, BX, = 3-Bpin 65b, 98%
59c, BX, = 4-Bneop 65c, 48%
59d, BX, = 3-Bneop 65d, 54%

Esquema 3.9. Reducéo da funcéo cetona dos substratos 59a,b aos respectivos élcoois (RS)-65a,d.

Alternativamente, os alcoois (RS)-65c,d puderam ser obtidos com melhores
rendimentos atraveés de outra rota sintética (Esquema 3.10). Nesse caso, 0s acidos 4- e 3-

acetilborbnicos (66a,b) tiveram sua fungdo cetona reduzida aos respectivos &lcoois
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utiizando NaBH, como agente redutor levando a formacdo dos alcoois contendo o
grupamento acido bordnico (RS)-65g,h. Os produtos obtidos foram submetidos a reagéo de
esterificacdo com neopentilglicol em THF (Método B), levando aos alcoois desejados (RS)-
65c,d com 89 e 90 % de rendimento, respectivamente. Utilizando esta mesma abordagem
sintética, os alcoois contendo os ésteres borbnicos do pinacol foram obtidos com

rendimentos quantitativos.

(0] OH OH
pinacol ou
| N NaBH4 _ | = neopentilglicol o | N
AP EtOH, 0°C-ta, 16h AF B} AF
(HO),B ‘ ’ (HO),B THF X2B
66a, 4'-B(OH), 65g, 4-B(OH),, 93% 65a, BX, = 4-Bpin, 99%
66b, 3-B(OH), 65h, 3'-B(OH),, 94% 65b, BX, = 3'-Bpin, 99%

65¢c, BX, = 4'-Bneop, 89%
65d, BX, = 3'-Bneop, 90%

Esquema 3.10. Preparagdo dos alcoois (RS)-65g,h e a reacdo de esterificacdo para a obtencéo dos éalcoois
(RS)-65c,d.

A sintese de éster pinacolico do acido (E)-3-hidroxi-1-butenilbordnico [(RS)-65e] foi

realizada em trés etapas reacionais conforme mostrada no Esquema 3.11.

O
OH oTBS Hﬁgjg OTBS
TBSCI, imidazol 69 O- /\
Z ot 2 F o 7
’ CHiClp ta, 120, CH,Cly, ta., 24 h 4
67 68, 82% 70, 81%

ac. citrico, MeOH
TBS = terc-butil-dimetilsilano ta.,3h

OH
O\ B/\)\
/
(0]
(RS)-65€, 78%

Esquema 3.11. Etapas sintéticas para a obtenc&o do &lcool (E)-3-hidroxi-1-butenilborénico [(RS)-65¢€].

Inicialmente o &lcool but-3-in-2-ol (67), teve sua fungdo hidroxila protegida na forma
de éter de silicio através da reagdo com o cloreto de terc-butildimetilsilano (TBSCI), levando
ao composto 68 com 82% de rendimento. Na etapa seguinte, atraves de uma reacao de
hidroboracéo do alcino 68 foi obtido o éster vinilborénico 70 com 81% de rendimento. Para
esta transformacgéo foi utilizada a pinacolborana (69) como reagente de hidroboracéo.

Para esta reacdo a pinacolborana foi gerada in situ pela reacdo entre o pinacol e o

complexo BH;.SMe, em diclorometano (Esquema 3.12).127 Na literatura sao encontrados
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alguns métodos em que a reacdo de hidroboracdo é realizada apenas utilizando-se a
pinacolborana pura e o composto alquenilico.****?° Com o objetivo de evitar o isolamento da
pinacolborana, decidiu-se adicionar o alcino 68 no meio reacional aonde foi previamente
gerada a pinacolborana. Ap6s 12 horas de reacao, a pinacolborana (69) que nao reagiu foi

hidrolisada, e o produto 70 foi obtido com 81% de rendimento apd6s a purificacdo por coluna
cromatogréfica.

OTBS
OTBS
inacol =
pinaco CH,Cl, O H 68 O\B/\
+ _ B = i
o \
BH3 SMe, 0°C,3h o ta., 12h (o]
69 (RS)-70, 81%

TBS = terc-butil-dimetilsilano

Esquema 3.12. Etapa de hidroborac&o do alcino 68 com a pinacolborana 69, o qual é gerada a partir do pinacol
e BHs3.SMes,.

A estereosseletividade da reacdo de hidroboracdo de alcinos terminais é bem
conhecida, o qual leva majoritariamente ao isébmero-(E). Esta estereosseletividade foi
observada na formacédo do composto 70, pela analise das constantes de acoplamento dos
hidrogénios vinilicos obtido por espectroscopia de RMN de *H (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Estereosseletividade da reacdo de hidroboracéo observada por RMN de *H (200MHz, CDCl3) na
formacéo do produto 70.
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No espectro mostrado na Figura 3.7 pode-se observar na regido compreendida entre
5 e 7 ppm a presenca dos hidrogénios vinilicos. Entre 5,57 e 5,66 ppm pode-se observar 0
sinal referente ao H,, que apresenta-se como um dubleto de dubletos. Este sinal possui uma
constante de acoplamento (J) de 18 Hz referente ao acoplamento entre o0 H, e 0 Hy, € uma
constante de acoplamento menor (2J) de 1,8 Hz, do acoplamento a longa distancia entre o
Ha e o hidrogénio do centro assimétrico H.. Entre 6,55 e 6,66 ppm encontra-se o sinal do H,
gue também se apresenta como um dubleto de dubletos com constantes de acoplamento J
= 18 Hz e %J = 3,8 Hz. Adicionalmente, pode-se observar os sinais referentes aos demais
hidrogénios presentes no composto 70. Em 0,05 ppm, encontra-se um singleto referente aos
seis hidrogénios das duas metilas ligadas ao atomo de silicio. Em 0,90 ppm, um singleto
referente aos nove hidrogénios do grupo terc-butila. Em 1,21 ppm, um sinal na forma de
dubleto (J = 6,6 Hz) referente aos trés hidrogénios da metila ligada ao centro assimétrico. E
finalmente, o sinal referente ao hidrogénio H. ligado ao centro assimétrico que se apresenta
na forma de multipletos devido aos acoplamentos com os hidrogénios H, H, e o0s
hidrogénios do grupo metila.

Uma discussdo mais detalhada sobre a espectroscopia dos compostos de boro
sintetizados neste estudo serd abordada mais adiante (Item 6).

Por fim, a remocdo do grupo terc-butil-dimetilsilila do composto 70 foi realizada em
meio &cido, utilizando &cido citrico em MeOH, levando ao composto desejado (RS)-65e
obtido com 78% de rendimento apés trés horas de reacdo (Esquema 3.11).

A sintese do éster pinacélico do acido 2-hidroxi-6-hexilborénico [(RS)-65f], no qual o
grupamento éster bordnico encontra-se a 5 atomos de carbono de distancia em relacdo ao
grupamento hidroxila também ndo havia sido descrita na literatura. Desta forma, uma
proposta para a sua sintese seria a partir da 5-hexen-2-ona (71). Em uma Unica etapa
reacional, o substrato 71 na presenca da pinacolborana (69), sofreria concomitantemente
uma reagdo de hidroboracdo na ligagdo dupla e uma reacdo de reducdo da carbonila,
levando a formacao do produto desejado (RS)-65f (Esquema 3.13).

o
\ O
O\?/\/\)\ — M
© rsyos )

Esquema 3.13. Proposta de sintese do éster pinacolico do acido 2-hidroxi-6-hexilbordnico [(RS)-65f].

Para a obtencdo do composto (RS)-65f, inicialmente foi gerada a pinacolborana (69)

como descrito anteriormente. Apds a formacéo da pinacolborana, foi adicionado o substrato
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71, e apbs 24 horas de reacdo a temperatura ambiente foi possivel obter o produto desejado
(RS)-65f com 83% de rendimento (Esquema 3.14).

WJ\ OH
pinacol CH,Cl, 0 71 O- /\/\)\
—_— / /B

i o HB\ >
BH; SMe, 0°C.3h o) ta., 24 h o)

69 (RS)-65f, 83%

Esquema 3.14. Sintese do éster pinacolico do acido 2-hidroxi-6-hexilbordnico [(RS)-65f].

3.2.2. Sintese quimica dos derivados O-acetilados dos alcoois contendo boro

Os derivados O-acetilados (RS)-72a-f dos alcoois contendo boro (RS)-65a-f foram
preparados quimicamente para a obtencdo dos dados espectrais, bem como, para o
desenvolvimento dos métodos analiticos de cromatografia quiral, e assim determinar os
excessos enantioméricos dos produtos das reagfes de resolucao cinética enzimatica.

A metodologia comumente utilizada para as reacfes de acilacdo de alcoois € aquela
em que se reage o alcool com o anidrido de acido carboxilico desejado na presenca de
bases como piridina ou uma mistura de trietilamina com uma quantidade subestequiométrica
de dimetilaminopiridina (DMAP). Entretanto, inicialmente foi escolhido como metodologia
para a acetilacdo dos alcoois (RS)-65a-f um procedimento descrito na literatura para a
acetilacdo de &lcoois com anidridos no qual emprega N-bromosuccinimida (NBS) com
catalisador.'®

Esta metodologia foi avaliada para a reacdo de acetilacdo dos alcoois contendo boro
(RS)-65a-d com anidrido acético, e os produtos desejados (RS)-72a-f foram obtidos com
excelentes rendimentos (Esquema 3.15). O mesmo ocorreu na reagdo de acetilagdo do
alcool (RS)-72e (Esquema 3.16).

(0]
OH OJ\
ACZO
| X NBS (10 mol%) | X
AF CH,Cl, ta., 12h A
X,B 2z X,B
65a, BX, = 4'-Bpin 72a, 96%
65b, BX, = 3'-Bpin 72b, 97%
65¢c, BX, = 4'-Bneop 72c, 95%
65d, BX, = 3'-Bneop 72d, 96%

Esquema 3.15. Reacdo de acetilagao dos alcoois (RS)-65a-d com anidrido acético catalisada por NBS.
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OH 0)]\
ACzo
O\B/\)\ NBS (10 mol%) O\B/\)\

/ - /
(@) CH20|2, ta., 12 h (@)
(RS)-65e (RS)-T2e, 92%

Esquema 3.16. Reacdo de acetilagao do alcool (RS)-65e com anidrido acético catalisado por NBS.

Uma das reacdes proporcionadas pelo NBS é a oxidacdo de 4&alcoois aos
correspondentes compostos carbonilados.™! Embora néo tenha sido observada a formagéo
de cetonas nas reagbes em que os alcoois (RS)-65a-e foram empregados, no caso da
acetilacdo do alcool (RS)-65f, foi observada a formagdo da correspondente cetona em
guantidades apreciaveis. Assim, um melhor rendimento na obtencéo do derivado O-acilado
(RS)-72f pode ser alcancado pela metodologia tradicional, na presenca das bases Et3N e
DMAP.

ACzO, Et3N /\/\)\
O<g DMAP (10 mol%) O<g

-
o

/ /
0 CH,Cl,, ta., 12 h o
(RS)-65f (RS)-T2f, 89%

Esquema 3.17. Reacdo de acetilacdo do &lcool (RS)-65f com anidrido acético na presenca das bases EtsN e
DMAP.

3.2.3. Resoluc¢éo cinética enzimatica dos alcoois contendo boro 65a-h

Com o0 objetivo de investigar o comportamento dos alcoois 65a-h previamente
preparados frente a reacdo de esterificacdo enantiosseletiva mediada por lipases, foi
avaliado inicialmente a atividade de doze diferentes lipases, utilizando como substrato
modelo o alcool (RS)-65a. As lipases empregadas neste estudo foram escolhidas pela
atividade e seletividade apresentada na RCE de diferentes alcoois em trabalhos descritos na
literatura.

Neste estudo inicial, as reacdes foram realizadas em hexano em uma temperatura de
30°C por 6 horas, utilizando acetato de vinila como doador de grupo acila. Os resultados

obtidos sdo mostrados na tabela Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Avaliagdo de lipases para a resolugéo cinética do alcool (RS)-65a.%

OH OH OAc
lipase

ZN0Ac _ /J::::]//A\\
o > +
~ hexano, 30 °C, 6 h O< O<g
(RS)-65a 7§< (S)-65a

# fonte dalipase ee (%) c (%) E®
(nome comercial)

O—w
O—w
O—i

e

I

N

Q

(S)-65a°  (R)-72a°

1  Aspergillus niger 3 >99 3 >200
(Amano A)

2  Candida antarctica >99 >99 50 >200
(CALB, Novozym 435)

3  Candida cilindracea 0 — 0 —
(Fluka)

4  Candida rugosa 0 — 0 —
(Amano, Tipo VII)

5  Mucor javanicus 2 >99 2 >200
(Amano M)

6  Penicillium camemberti 3 >99 3 >200
(Amano G)

7  pancreas suino 0 — 0 —
(Sigma, Tipo 1)

8 Pseudomonas cepacia 11 >99 10 >200
(Amano PS)

9  Pseudomonas cepacia >99 >99 50 >200
(Amano PS-CII)

10 Pseudomonas cepacia >99 >99 50 >200
(Amano PS-DI)

11 Pseudomonas fluorescens 40 >99 29 >200
(Amano AK)

12 Pseudomonas sp. 6 >99 6 >200

 Condicdo reacional: substrato (RS)-65a (0,2 mmol), lipase (40 mg), acetato de vinila
(0,6 mmol), hexano (10 mL), 30 °C, 6 h, 150 rpm;

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

d Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees);

(-): ndo determinado devido a baixa converséo.

A partir desta primeira avaliagdo, observou-se que as lipases de A. niger, C.
cilindracea, C. rugosa, P. camemberti, pancreas suino, P. cepacia e Pseudomonas sp.
apresentaram baixa (c =26%) ou nenhuma (c = 0) atividade sobre o substrato (RS)-65a
(Tabela 3.1, linhas 1, 3-7 e 10). Entretanto, as lipases de C. antarctica (CALB, Novozym

435) e de P. cepacia [imobilizadas em cerdmica (Amano PS-CIl) ou diatomita (Amano PS-
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DI)] levaram ao éster desejado (R)-72a com a perfeita conversdo (c = 50%), como
consequéncia, tanto o éster formado (R)-2a quanto o substrato remanescente (S)-65a
apresentaram excelentes excessos enantidbmericos (ee >99%, Tabela 3.1, linhas 2,9 e 10).

A lipase de P. cepacia na forma ndo imobilizada (Amano PS) e a lipase de P.
fluorescens (Amano AK) levaram a formacgéo do produto acetilado (R)-72a com 10 e 40% de
conversdo respectivamente, porém, mantendo a alta enantiosseletividade (E >200) na
formacédo do produto acetilado (R)-72a (Tabela 3.1, linhas 8 e 11).

Nos cromatogramas a seguir (Figura 3.8), pode-se observar a seletividade das
reacBes. O cromatograma A representa o melhor perfil cromatografico encontrado para a
separacdo do racemato (RS)-65a por CLAE utilizando fase estacionaria quiral. Ja o
cromatograma B (Figura 3.8), mostra a excelente enantiosseletividade (ee >99%) da reacao
RCE do alcool (RS)-65a, em que apoés a reacdo de RCE mediada pela CALB (Tabela 3.1,

linha 2) apenas o enantidmero-(S) foi observado.

4004

- (R)-65a : A
(S)-65a

(S)-65a

Figura 3.8. Cromatogramas obtidos do composto (RS)-65a (cromatograma A) e do &lcool que néo reagiu (S)-65a
obtido com ee >99% ap0ds a reacdo de RCE mediada pela CALB (cromatograma B). Analises realizadas em
CLAE utilizando coluna com fase estacionaria quiral (Chiralcel OJ-H).

A medida dos excessos enantioméricos do produto (R)-72a foi melhor analisada por
cromatografia gasosa. O cromatograma A (Figura 3.9) representa o melhor perfil
cromatogréfico para a separacdo dos enantibmeros do composto (RS)-72a, enquanto o
cromatograma B mostra a enantiosseletividade da CALB na obten¢édo do produto (R)-72a
(ee >99%).
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Figura 3.9. Cromatogramas obtidos do composto (RS)-72b (cromatograma A), e do produto (R)-72a com ee
>99%, obtido apds a reacdo de RCE mediada pela CALB (cromatograma B). Analises realizadas em CG
utilizando coluna com fase estacionaria quiral.

A metodologia empregada para a determinacdo da configuracdo absoluta dos
compostos enantiopuros obtidos apds as reacdes de RCE sera discutida no item 3.2.5
(pagina 80).

Embora as lipases de P. cepacia (Amano PS-DI e Amano PS-DIl) tivessem
apresentado excelentes resultados, a lipase de C. antarctica (CALB, Novozym 435) foi
escolhida para ser aplicada nos estudos subsequentes. Esta decisdo foi baseada na grande
aplicacdo da CALB como biocatalisador na RCE e RCD de alcoois e aminas. Além disto,
outro fator importante para esta escolha é o preco destas enzimas. O valor da CALB é
inferior as lipases de P. cepacia.

O préximo passo neste estudo foi avaliar o efeito da quantidade de enzima
empregada como catalisador, bem como o tempo reacional necessario para alcancar 50%
de conversao.

Foram realizadas cinco reacfes com diferentes quantidades de CALB (Tabela 3.2,
linhas 1-5), onde pode-se observar que excelente conversdo (c = 50%) e a seletividade
foram mantidas utilizando-se até 20 mg da lipase imobilizada para 0,2 mmol de substrato
(linha 3). Entretanto, mesmo quando foi empregado 5 mg da lipase, o produto da reacao foi

obtido com uma boa converséao (linhas 4 e 5).
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Tabela 3.2. Efeito da quantidade de CALB e do tempo reacional na resolucao cinética do alcool contendo boro
(RS)-65a.

OH OH OAc
CALB

Z0Ac . /©/\
O< hexano, 30 °C O\B O\B
7§< (RS)-65a

O—w
O—i
O—i

3
1
N
Q

(S)-65a

# CALB (mg) tempo (h) ee (%) ¢ (%)° E°
(S)-65a  (R)-72a°

1 40 6 >99 >99 50 >200
2 30 6 >99 >99 50 >200
3 20 6 >99 >99 50 >200
4 10 6 95 >99 49 >200
5 5 6 75 >99 43 >200
6 20 4 92 >99 48 >200
7 20 2 70 >99 41 >200
8 20 0,5 24 >99 20 >200

% Condicdo reacional: substrato (RS)-65a (0,2 mmol), CALB, acetato de vinila
(0,6 mmol), hexano (10 mL), 30 °C, 150 rpm;

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ Determinado por CG com fase estaciondria quiral;

4 Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

® Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees);

Adicionalmente, foi avaliado a influéncia do tempo reacional na resolucdo cinética,
mantendo a quantidade ideal de 20 mg da CALB. Como pode-se observar na Tabela 3.2, 0
melhor tempo para a rea¢do permaneceu 6 horas, havendo um decréscimo na conversao
guando empregou-se menores tempos reacionais (linhas 6 a 8).

A partir dos resultados obtidos nestes estudos estabeleceu-se uma condi¢do 6tima
gue foi empregada na resolucao cinética dos demais alcoois contendo boro (RS)-65b-f.

Para o alcool (RS)-65b, foi possivel alcancar uma conversao de 50% com excelentes
excessos enantibmericos (ee >99%) ap0s 6 horas de reacdo. Este resultado mostra que,
nas condigbes reacionais empregadas, a posicdo do grupamento éster bordnico néo
influéncia na seletividade ou atividade da lipase durante a RCE (Esquema 3.18).

Para os alcoois (RS)-65c,d o0s quais possuem o éster borbnico derivado do
neopentilglicol também foi possivel alcangcar a conversédo ideal de 50% em 6 horas de
reacdo. Quando foi realizada a RCE dos compostos (RS)-65c,d em escala preparativa (1,5
mmol), foi observado um menor rendimento tanto para o (S)-65c,d quanto para o (R)-72c,d
apos a purificacdo por coluna cromatogréfica, quando comparado aos analogos ésteres

pinacolicos (S)-65a,b ou (R)-72a,b. Este decréscimo no rendimento pode estar relacionado



a uma possivel hidrolise do éster neopentilbordnico ao

contato prolongado com a silica (Esquema 3.18).

OH

A

CALB

Z 0Ac

|
=
X,B

(RS)-65a, BX, = 4'-Bpin
(RS)-65b, BX, = 3'-Bpin
(RS)-65¢, BX, = 4'-Bneop
(RS)-65d, BX, = 3'-Bneop

hexano, 30 °C, 6 h

N

|
=
X8

OH

S)-65a, ee >99%, rend. 44%°
5b, ee >99%, rend. 45%°
-65¢c, ee >99%, rend. 39%2
S)-65d, ee >99%, rend. 35%2

X
AP
X-B
(R)-T2a, ee >99%
(R)-72b, ee >99%
(R)-72c, ee >99%
(R)-72d, ee >99%
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correspondente &cido quando em

C=)Ac

, rend. 43%°
, rend. 46%2
, rend. 42%2
, rend. 40%°

2 rendimento isolado

Esquema 3.18. Resolucao cinética enzimatica dos alcoois (RS)-65a-d mediada pela CALB.

Quando o alcool alilico (RS)-65e foi submetido a RCE, 6 horas de reacdo nao foram
suficientes para alcancar 50% de conversédo. O produto acetilado (R)-72e foi obtido com
82% de conversao, porém, com excelente enantiosseletividade (ee >99%). Somente foi
possivel obter 50% de conversdo na RCE do composto (RS)-65e com 12 horas de reacdo, e
ambos o produto acetilado (R)-72e e o alcool remanescente (S)-72e apresentaram ee >99%
(Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Resolug&o cinética enzimatica do alcool (RS)-65e mediada pela CALB.?

OH CALB OH OAc
O\B/\)\ Z0Ac O\BA\/k + O\B/\/?\
6 tempo reacional 0 6
(RS)-65e (S)-65e (R)-72e
#  tempo (h) ee (%) c (%)° E'
(S)-65e°  (R)-72¢"
5 6 82 >99 45 >200
6 8 92 >99 48 >200
7 10 9 >99 49 >200
8 12 >99 (45)° >99 (43)° 50 >200

& Condic&o reacional: substrato (0,2 mmol), CALB (20 mg), acetato de vinila (0,6 mmol), hexano
(20 mL), 30 °C, 150 rpm;

® Rendimento isolado ap6s purificacdo por cromatografia em coluna de silica; condic&o reacional:
substrato (1,5 mmol), CALB (150 mg), acetato de vinila (4,5 mmol), hexano (150 mL), 30 °C, 150
rpm;

¢ Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

4 Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

€ Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

"Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).
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Da mesma forma, a RCE do élcool alifatico (RS)-65f ndo foi completa com 6 horas
de reacdo (Tabela 3.4), sendo necessérias 14 horas de reagdo para que o produto acetilado
(R)-72f fosse obtido com 50% de conversdo. Assim como para 0S outros exemplos, o
produto acetilado (R)-72f bem como o alcool que néo reagiu (S)-62f foram obtidos com

excelentes excessos enantiomeéricos (ee >99%).

Tabela 3.4. Resolugéo cinética enzimética do alcool (RS)-65f mediada pela lipase de CALB.?

OH CALB OH OAc
7 H
O\B/\/\)\ 7 OAc O\B/\/\)\ + O\B/\/\/\
7 hexano, 30 °C / /
(RS)-65f tempo reacional (S)-65f (R)-T2f
#  tempo (h) ee (%) c (%)° E'

(S)-65f°  (R)-72f°

9 6 77 >99 44 >200
10 8 86 >99 46 >200
11 10 93 >99 48 >200
12 12 97 >99 49 >200
13 14 >09 (45)° >99 (47)° 50 >200

& Condig&o reacional: substrato (0,2 mmol), CALB (20 mg), acetato de vinila (0,6 mmol), hexano
(10 mL), 30 °C, 150 rpm;

® Rendimento isolado apés purificagdo por cromatografia em coluna de silica; condi¢éo reacional:
substrato (1,5 mmol), CALB (150 mg), acetato de vinila (4,5 mmol), hexano (150 mL), 30 °C, 150
rpm;

¢ Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

4 Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

€ Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

"Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eeptees) / In[eep(1+ees)]/(eeptees).

Com o intuito de estudar a influéncia do grupamento &cido borénico na RCE
comparado com o correspondente éster, os acidos 4- e 3-(1-hidroxietil)-fenilborénicos [(RS)-
65g,h] foram empregados como substratos. Devido a baixa solubilidade dos substratos
(RS)-65g,h em hexano, as reagdes foram avaliadas em dois sistemas de solvente: éter terc-
butil-metilico e uma mistura de hexano/ THF na proporgéo de 8:2.

Inicialmente o acido borénico (RS)-65g foi submetido a RCE na presenca da lipase
CALB durante 6 horas. O sistema de solventes hexano/ THF (8:2) mostrou-se melhor em
relacéo ao éter terc-butil-metilico levando a formagé&o do produto acetilado (R)-72g com 36%
de converséo, enquanto que a RCE realizada em éter terc-butil-metilico levou a formagéo do
produto acetilado (R)-72g com apenas 24% de conversdo. No entanto, em ambos 0s casos

os produtos foram obtidos com excelente enantiosseletividade (ee >99%)
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A partir destes resultados, foram empregadas as lipases de P. cepacia em suas
formas imobilizadas (Amano PS-CIl e Amano PS-DI) os quais também apresentaram alta
seletividade frente ao substrato (RS)-65a utilizando o sistema de solventes hexano/THF.
Surpreendentemente, as lipases de P. cepacia ndo promoveram a acetilagdo do grupamento
alcool do &cido bordnico (RS)-65g.

Quando foi avaliada a influéncia do tempo reacional na RCE do substrato (RS)-65g,
observou-se que em tempos reacionais mais longos foi possivel obter melhores valores de
conversdo. Como pode-se observar na Tabela 3.5, foi possivel obter 48% de conversao
apos 48 horas de reagdo, mantendo a enantiosseletividade. Porém, quando empregou-se o
isbmero contendo o grupamento &cido borbnico na posicao meta, foi observado que o
substrato (RS)-65h foi acetilado enzimaticamente somente com 3% de conversdo apés 24
horas de reacao (linha 5). ApGs 48 horas de reacdo houve um pequeno acréscimo no valor

da converséo, de 3 para 5% (linha 6).

Tabela 3.5. Resolugéo cinética enzimatica dos acido 4-(1-hidroxietil) fenilbordnicos, (RS)-65g,h.2

OH OH QAc
lipase H
| N A 0Ac | = . | N
SAF solvente = SAF

(HO),B tempo reacional (HO)2B/ (HO):B

(RS)-65g, 4-B(OH), (S)-65g, 4'-B(OH), (R)-72g, 4-B(OH),

(RS)-65h, 3'-B(OH), (S)-65h, 3-B(OH), (R)-72h, 3'-B(OH),
# substrato lipase solvente tempo (h) ee (%) c (%)d E®

(S)-65" (R)-72°
1 (RS)-65g CALB hexano/ THF 6 56 >99 36 >200
2 CALB t-BuOMe 6 32 >99 24 >200
3 P. Cepacia hexano/ THF 6 0 — 0 —
(Amano PS-CII)
4 P. Cepacia hexano/ THF 6 0 — 0 —
(Amano PS-DI)

5 CALB hexano/ THF 12 58 >99 37 >200
6 CALB hexano/ THF 24 71 >99 42 >200
7 CALB hexano/ THF 48 91 >99 48 >200
8 (RS)-65h CALB hexano/ THF 24 3 >99 3 >200
9 CALB hexano/ THF 48 5 >99 5 >200

# Condic&o reacional: substrato (0,2 mmol), CALB (40 mg), acetato de vinila (0,6 mmol), solvente
(20 mL), 30 °C, 150 rpm;

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral apés esterificacdo do grupamento acido
bordnico com pinacol;

¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral apds esterificacdo do grupamento &acido
bordnico com pinacol;

d Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).

(-): ndo determinado devido a baixa ou nenhuma conversao.
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Em comparagcéo com os resultados obtidos com a RCE do composto (RS)-65a em
que foi possivel alcangar 50% de conversdo em apenas 6 horas de reagéo, pode-se postular
gue a baixa conversao observada para os alcoois contendo o grupamento acido bor6nico
pode estar relacionada a uma possivel inibicdo da lipase por estes compostos. Esta
hipétese é suportada por trabalhos descritos na literatura, que mostram que os acidos
borbnicos podem se ligar no sitio ativo com mais eficiéncia que os analogos ésteres
bor6nicos.

Outra hip6tese para a baixa conversdo poderia ser interacdo do grupamento acido
borénico com outras partes da enzima, diminuindo assim a quantidade de substrato
disponivel para a reacdo enzimatica. Porém, para validar essas hipoteses poderiam ser
realizados alguns experimentos como a cristalografia de Raios-X, em que seria necessario
cristalizar a lipase em uma solucdo contendo o substrato. Infelizmente, devido a
complexidade desta técnica, ndo foi possivel durante o periodo dedicado a esta tese,

realizar este tipo de experimento.

3.2.4. Resolucgéo cinética dindmica quimio-enzimatica dos alcoois contendo boro

O proximo passo apd6s o estudo da RCE dos alcoois 65a-h seria 0 estudo da
resolucdo cinética dinAmica destes compostos. Como mencionado na breve introducéo
sobre a resolucéo cinética dinamica de alcoois (item 3.1.2, pagina 52), o uso de acetato de
isopropenila como reagente doador de acila é preferivel ao uso de acetato de vinila por ser
compativel com o catalisador de racemizacdo. Além disso, o uso de tolueno como solvente
da reacdo deve-se a melhor solubilidade do catalisador neste solvente.

Desta forma, o primeiro experimento realizado foi o estudo das condi¢fes ideais para
a RCE do alcool (RS)-65a, mediada pela lipase CALB utilizando acetato de isopropenila
como doador de acila e tolueno como solvente.

Inicialmente, submeteu-se o alcool (RS)-65a a RCE nas mesmas condi¢cdes
reacionais, porém, utilizando tolueno como solvente (30 °C e 6 horas de reacdo). Nestas
condi¢des, o produto acetilado foi obtido com ee >99%, no entanto, o &lcool remanescente
foi obtido com ee de 95%. Com o objetivo de alcancar a maxima conversao aumentou-se 0
tempo reacional para 8 horas, e assim foi possivel obter 50% de conversao, e tanto o alcool

remanescente quanto o produto acetilado foram obtidos com ee >99% (Esquema 3.19).



OH OH OAc
CALB, )\OAC /@/\
- +
O\/B tolueno, 30 °C, 8 h o\B O\B
/ [
O 0] O
(RS)-65a (S)-65a, ee >99% (R)-65a, ee >99%

Esquema 3.19. Resolucao cinética do alcool (RS)-65a utilizando acetato de isopropenila como doador de acila e
tolueno como solvente.

O proximo passo foi avaliar a atividade do complexo de ruténio (61), adquirido
comercialmente, na racemizacdo do composto (RS)-65a. O &lcool enantiomericamente
enriquecido (S)-65a foi mantido sob agitacdo em tolueno na presenca do complexo de
ruténio 64 (5 mol%) por um periodo de 30 minutos. Apos este tempo, uma analise por CLAE

quiral mostrou que o alcool foi completamente racemizado. (Esquema 3.20).

OH OH Ph
64 (5 mol%) o Ph
KO'Bu (6 mol%
( o) _ X P@h >{ o
O U~
~B tolueno, 30 °C, 30 min. \|I3 OC‘ \ Cl
é ') co
64
5-PhsCp)Ru(CO),Cl
(S)-65a, ee >99% (RS)-65a, ee 0% (7-PhsCPIRU(CO)

Esquema 3.20. Racemizacgéo do 4lcool (S)-65a pelo complexo de ruténio 64.

Uma vez que foi possivel observar o eficiente processo de racemizacédo do alcool
(S)-65a, partiu-se para realizacdo da reacdo de RCD quimio-enzimatica do composto (RS)-
65a. Entretanto, ap6s a adicdo de todos os componentes da reagdo, foi observado que
alguns minutos apos a adicdo do acetato de isopropenila, a coloracdo da reacdo que
inicialmente é castanha escura, tornou-se verde escura. Apos 8 horas de reacao, foi retirada
uma aliquota e esta analisada por cromatografia quiral. Através das analises, observou-se
gue tanto o produto acetilado (R)-72a, quanto o alcool que ndo havia reagido apresentavam
excesso enantiomérico >99%, mostrando que ocorreu uma reagdo de resolugéo cinética,
ndo ocorrendo a racemizacao do alcool 65a pelo complexo de ruténio 64 durante a reacao.

Um dos possiveis interferentes da reacdo € o acido acético, que mesmo em
condi¢cdes reacionais anidras, a agua residual presente na enzima pode realizar a hidrélise
do complexo acil-enzima ou do doador de acila, liberando &cido acético no meio reacional.
Em um trabalho reportado pelo grupo do Béackvall, é citado que o complexo de ruténio ativo

64-A, que possui uma coloragdo castanha escura torna-se verde devido a sua
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decomposicdo.'® Entretanto ndo é mencionado que esta decomposicdo e resultado da
presenca do acido acético no meio reacional.

Assim, para comprovar que o acido acético presente no meio reacional poderia reagir
com o complexo 64 foi realizado o seguinte experimento: o complexo 64 (5 mol%) foi
solubilizado em tolueno e em seguida foi adicionado o KO'Bu (6 mol%). A coloracdo da
mistura reacional tornou-se castanha escura, conforme é descrito na literatura. Apds 6
minutos foi adicionado o (S)-feniletanol e a mistura permaneceu sob agitacéo por 2 horas, e
durante este periodo a coloragdo do meio reacional permaneceu castanha escura. Apos
este periodo, foi adicionada uma pequena quantidade de acido acético (0,5 uL, 5 mol%), e
instantaneamente a coloracdo do meio reacional tornou-se verde. Desta forma pode-se
inferir que a coloragao verde é proveniente do acido acético gerado na reacao.

Finalmente, para investigar se o acetato de isopropenila utilizado, embora tratado e
posteriormente destilado, possui tracos de acido acético, ou poderia se decompor durante a
reacdo foi realizado o mesmo procedimento relatado acima (todos o0s reagentes, com
excecao da enzima), porém, apés 4 minutos da adicdo do (S)-feniletanol foi adicionado o
acetato de isopropenila. Apés 3 horas de reacdo a mistura reacional ainda apresentava uma
coloracao castanha escura.

Com estes dados pode-se propor que uma pequena quantidade de agua presente na
enzima é responsavel pela hidrélise do acetato de isopropenila ou do intermediario acetil-
enzima, levando a formacéo do 4cido acético o qual inativa o complexo de ruténio (Esquema
3.21).

Ph Ph
Ph Ph
prY \ Ph _acido acético i’ \ PP
Ru~ t, RU\
O'Bu (e}
)\ \
oc'} oc'} <

complexo de ruténio ativo
(castanho escuro)

complexo de ruténio inativo
(verde)

Esquema 3.21. Inativacdo do complexo de ruténio ativo 61-A pelo acido acético gerado no meio reacional.

Nestes primeiros estudos ndo havia sido realizado um tratamento prévio para o
controle da atividade de agua da CALB. Assim, para controlar a atividade de agua na
enzima foram realizados alguns procedimentos descritos na literatura, 0s quais nao
afetariam a atividade enzimatica.

Para isso, a CALB foi mantida em frascos selados, contendo diferentes agentes
desidratantes como pentoxido de fosforo, silica gel e uma solucéo saturada de LiCl. Apds 24
horas, foi avaliado se a CALB n&o perdera a sua atividade atravées da RCD do (RS)-

feniletanol.
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A reacdo utilizada para o controle da atividade enzimética da CALB foi a reagdo de
esterificacdo do (RS)-feniletanol, utilizando as condi¢des reacionais mostradas no Esquema
3.22. Nestas condicdes, a CALB ndo tratada leva a formacao do produto acetilado com 50%
de conversao ap6s 90 minutos, e tanto o produto acetilado, quando o feniletanol que nao
reagiu sao obtidos com ee >99%. Os mesmos resultados foram observados para as
enzimas submetidas ao tratamento de secagem.

OH CALB (5mg) OH OAc
acetato de isopropenila (0,3 mmol) H

> +
tolueno (1 mL), 30 °C, 1,5 h ©/\

(RS)-feniletanol (S)-feniletanol (R)-acetato de 1-feniletila
(0,2 mmol) ee >99% ee >99%

Esquema 3.22. Controle da atividade enzimética da CALB pela reacéo de acetilagdo enantiosseletiva do (RS)-
feniletanol.

Infelizmente, nenhum dos procedimentos empregados para a remocao de agua
residual evitou a degradacéo do complexo de ruténio 64 durante a reacédo de RCD.

Além da formacdo de &cido acético durante a reacdo, outras substancias acidas
como &cido benzoico e &cido sorbico que podem estar presentes no material em que a
CALB estd suportada também podem inativar o complexo de ruténio. Em um trabalho
recentemente publicado'® foram analisados diferentes lotes da CALB (Novozym 435), na
gual foi observada a presenca de diferentes substancias organicas, e que a concentracao
destes compostos varia dependendo do lote analisado.

Durante a realizacdo desta tese, foi publicado um trabalho em que os autores
descrevem a sintese de um novo complexo de ruténio empregado como catalisador de

racemizacdo na reacéo de RCD do (RS)-feniletanol como mostrado no Esquema 3.23.%%

Bn
OH 73 (5 mol%) OAc Bn
KO'Bu (5 mol%) : B”@Bn

acetato de isopropenila (1,5 equiv) Bn Ru-
> <\ Cl
ocC co
CALB, Na2003

(RS)-feniletanol tolueno, 23 °C, 24 h (R)-acetato de 1-feniletila 73
97%, ee >99% (1-BnsCp)Ru(CO),ClI

Esquema 3.23. RCD do (RS)-feniletanol utilizando CALB e o complexo de ruténio 73.
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Segundo os autores deste trabalho, o complexo de ruténio o qual possui grupos
benzilicos ligados ao anel ciclopentadiénico seria mais estavel que o catalisador de Backvall
gue possui grupos fenilas ligados ao anel ciclopentadiénico.

Assim, mantendo o objetivo inicial de aplicar as reacdes de RCD para os alcoois
quirais contendo boro foi realizada entéo a sintese do complexo de ruténio 73 empregando a
mesma metodologia descrita pelos autores, o qual é similar a metodologia descrita por
Béackvall, porém, utilizando o pentabenzilciclopentadieno (74) como material de partida.

O pentabenzilciclopentadieno (74) ndo é disponivel comercialmente, desta forma,
este reagente foi preparado através da reacdo do benzilato de sédio com ciclopentadieno

(Esquema 3.24),'* obtendo-se o produto desejado com 65% de rendimento.

CH,Ph
1. Na®, &lcool benzilico PhCH,

OH ta.a120°C,3h N CH5Ph
2. diciclopentadieno PhCH;
CH,Ph

170 °C, refluxo, 48 h

74, 65%

Esquema 3.24. Sintese do pentabenzilciclopentadieno (74).

Com o pentabenzilciclopentadieno em maos, foi possivel preparar o complexo de
ruténio 73 através da adicdo oxidativa do composto 74 ao atomo de Ru(0) empregado na
forma de Rus(CO)y,. Esta reacdo ocorre em um tubo selado em elevada temperatura e longo
tempo reacional, como mostrado no Esquema 3.25. O resultado desta reacdo é o
intermediario 75, que in situ é tratado com um excesso de cloroférmio levando ao complexo

de ruténio 73.

Bn B Bn B
n n
Bn Bn  Ruz(CO)sz BH \ Bn CHCly BH \ Bn
> —_— >
n-decano/ tolueno (2:1) ‘R{J\H 150 °C, 2h ,R\U\CI
Bri BN 160 °C, 72 h oc' Y, oc'y
& 75 73, 48%

(7°-BnsCp)Ru(CO),Cl

Esquema 3.25. Sintese do complexo de ruténio 73.

O complexo de ruténio 73 foi obtido com 48% de rendimento e a sua estrutura
confirmada por RMN de 'H e *C e espectrometria de massas de alta resoluc&o.

Com o catalisador em méos, foi avaliada a atividade deste complexo na racemizacao
do composto (RS)-65a. O alcool enantiomericamente enriquecido (S)-65a foi mantido sob

agitacdo em tolueno na presenca do complexo de ruténio 73 (5 mol%). Apds 10 minutos, 0
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alcool 65a apresentou um ee de 18%, e apdés 50 minutos de reacéo foi observado a quase
total racemizacgédo do &lcool 65a. (Esquema 3.26)

OH OH Bn B
73 (5 mol%) Bn@ "
KO'Bu (6 mol%) ey Bn
o< ON <\ ¢
/B tolueno, 30 °C /B 0oC &g
o o 73
(S)-65a, ee 599% (RS)-65a, ee 2% (n°-BnsCp)RU(CO),Cl

Esquema 3.26. Processo de racemizacgéo do alcool (S)-65a pelo complexo de ruténio 73.

Uma vez comprovada o poder de racemizacdo do complexo de ruténio 73, este foi
empregado na reacdo de RCD utilizando o (RS)-feniletanol como substrato empregando as
mesmas condicBes descritas no trabalho original.”** Durante o curso da reacdo foi
observado que a coloracdo castanha da reacdo, o qual significa que o catalisador esta na
sua forma ativa, permaneceu por um periodo maior que o observado com o catalisador de
Backvall (64), porém, a coloracdo tornou-se verde apos aproximadamente vinte minutos,
mostrando que nem mesmo o complexo 73 foi estavel na condicao reacional empregada.

Alguns trabalhos recentes do grupo dos pesquisadores coreanos Jaiwook Park e
Mahn-Joo Kim, os quais também estudam as reac¢Bes de resolucéo cinética dinamica de
alcoois e aminas, relataram a sintese de novos complexos de ruténio.”****° Segundo estes
autores os complexos obtidos por eles sdo mais estaveis que 0s complexos até entdo
desenvolvidos, entretanto, esses complexos s80 menos ativos, necessitando tempos
reacionais mais longos para a completa racemizacdo do substrato. Adicionalmente, estes
complexos utilizam o KsPO, em vez do KO'Bu para tornar estes complexos ativos. O KsPO,
é utilizado na mesma proporgdo molar do alcool quiral utilizado como substrato, e em alguns
trabalhos publicados, altas concentracdes de CALB sé&o utilizadas.

Assim, em vez de realizar a sintese de outros complexos de ruténio, decidiu-se
avaliar se a substituicdo do Na,CO; pelo K;PO, poderia favorecer a RCD utilizando os
complexos 64 e 73.

Levando em consideracdo que o K3PO, é uma base mais forte que o Na,COz e desta
forma poderia ser mais eficiente na captura do acido acético formado durante a reacéo foi
realizado um conjunto de experimentos para validar esta hipétese.

Inicialmente, em um frasco reacional foi adicionado a CALB, o feniletanol e o acetato
de isopropenila em tolueno. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 30
minutos. ApGs este periodo uma aliquota foi retirada e analisada por cromatografia gasosa,
em que foi observada a presenca de acido acético. Mais dois experimentos foram realizados

empregando 0os mesmos reagentes e adicionou-se a cada um deles um equivalente de



77

Na,CO; e K3PO, em relacdo ao feniletanol. Apés 30 minutos foram retiradas aliquotas
destes experimentos e analisados por cromatografia gasosa. No experimento em que foi
adicionado o Na,CO3; observou-se a presenca de acido acético, entretanto, quando foi
empregado K;PO,, ndo foi possivel detectar o sinal referente ao acido acético.

Assim, foi realizada novamente a RCD do feniletanol utilizando K;PO, como base.
Ambos os complexos de ruténio mantiveram sua atividade durante a reagdo de RCD do
(RS)-feniletanol, e foi possivel obter o produto acetilado com conversdo acima de 97% e
excelente excesso enantiomeérico.

A ativacdo dos complexos de ruténio 64 e 73 ndo é possivel apenas com a presenca
do K3PO,4 no meio reacional como ocorre com os complexos de ruténio desenvolvidos por
Park, Kim e colaboradores.***'%

Embora o KsPO, tenha se mostrado uma base eficiente durante a RCD do
feniletanol, uma quantidade relativamente alta de CALB é necesséaria para a RCE dos
alcoois contendo boro (100 mg de CALB para 1 mmol de substrato).

Desta forma, com o objetivo de diminuir a quantidade de CALB na reacdo foram
investigadas algumas condicbes reacionais como mostrado na Tabela 3.6. Inicialmente foi
realizada a reacao de RCE do alcool (RS)-65a utilizando uma pequena quantidade de CALB
em relacdo ao substrato (Tabela 3.6, linhas 1 a 3). As reac8es foram realizadas a 30 °C, e
observou-se que foi necessario um tempo reacional de 28 horas quando foi empregada 6
mg de CALB (30 mg de CALB para 1 mmol de substrato) para que se obtivesse 50% de
conversao (linha 2). Aumentando a quantidade de CALB para 12 mg nao foi observado um
significativo decréscimo no tempo reacional, sendo necessarias 20 horas para obter uma
conversao de 50% (linha 3).

Entretanto, um significante aumento na velocidade da reacao foi observado com o
aumento de apenas 10 °C na temperatura reacional (linhas 8 e 9). Com 8 horas de reacéo
foi possivel obter o produto (R)-72b com 50% de conversdo sem perda da
enantiosseletividade (ee >99% para ambos 0s compostos).

Foi avaliada também a influéncia da concentragdo molar do substrato no tolueno (0,5
M ou 0,2 M), mas como observado na Tabela 3.6 (linhas 4 a 9), ndo houve diferengas tanto

na conversdo como na enantiosseletividade das reacoes.
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Tabela 3.6. Influéncia das condic¢des reacionais na RCE do élcool (RS)-65a.

OH OH OAc

CALB, )\OAC
+
O« B tolueno, temperatura O O«
/

tempo reacional Iij’ ?
O (rs)-65a O (s)-65a © (R)-T2a
4 (RS)65a CALB temperatura tempo (h) ee (%) c e
d
(M] (mg) (°C) (S)-658° (R)-72a° (%)
1 0,5 6 30 20 93 >99 48 >200
2 0,5 6 30 28 >99 >99 50 >200
3 0,5 12 30 20 >99 >99 50 >200
4 0,5 6 40 4 92 >99 48 >200
5 0,2 6 40 4 88 >99 47 >200
6 0,5 6 40 6 97 >99 49 >200
7 0,2 6 40 6 95 >99 49 >200
8 0,5 6 40 8 >99 >99 50 >200
9 0,2 6 40 8 99 >99 50 >200

% Condicéo reacional: substrato (0,2 mmol), CALB (6 ou 12 mg), acetato de vinila (0,3 mmol), tolueno
(1 mL), 700 rpm;

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

dConversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).

Com estes resultados foi entdo avaliado a RCE quimio-enzimatica do alcool
contendo boro (RS)-65a na melhor condicdo reacional encontrada (Tabela 3.6, linha 9) na
presenca de K3PO,4. Também foram avaliados os dois complexos de ruténio (64 e 73).

Como pode-se observar na Tabela 3.7, os dois complexos de ruténio mostraram
atividades similares na racemizagédo do alcool 65a, sendo que o complexo de ruténio 73
mostrou-se mais ativo, contrariando o que foi observado durante os testes de racemizagéo e
até mesmo o que é descrito na literatura. Esta observagdo pode estar relacionada a
estabilidade dos complexos de ruténio. Como o complexo de ruténio 73 é mais estavel no
meio reacional, ha mais moléculas ativas deste complexo do que moléculas ativas do
complexo de ruténio 64. Um fato experimental que comprova a baixa estabilidade do
complexo 64 foi que apos 20 horas de reacdo (linha 3) a coloragdo da reagdo tornou-se
verde, 0 que caracteriza a inativacdo do complexo de ruténio. Enquanto o a coloracdo da
reacao realizada na presenca do complexo 73 manteve-se castanho escuro por mais de 44
horas de reacéo (linha 5).

Com relagdo a conversdo, como seria esperado, apos 8 horas de reacdo o produto

acetilado (R)-72a havia sido formado com 50% de converséo, tanto na reacdo realizada na
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presenca do complexo 64 quanto na presenca do complexo 73 (linhas 1 e 2). Ap6s 20 horas
de reacdo as conversGes foram medidas novamente, porém, como esperado o produto
acetilado ndo havia sido totalmente convertido. Os valores de converséo foram 68% para a
reacado contendo o complexo 64 e 71% para a reagdo contendo o complexo 73. A reacao
contendo o complexo 73 foi mantida por mais 20 horas, porém, ndo foi observado um
aumento significativo na conversdo, sendo que o produto acetilado foi obtido com 82% de

conversao.

Tabela 3.7. Resolucéo cinética dindmica quimio-enzimética do alcool (RS)-65a.

64 ou 73 (5 mol%)
OH KO'Bu (6 mol%) OAc

CALB, K5PO4
acetato de isopropenila
O« O« B

Y

I? tolueno, 40 °C /

O (RS)-65a tempo reacional (0] (R)-72a
# codrr;pllqeuxo CALB (mg) tempo (h) e(: 2 —C (%)d

(S)-65a" (R)-72a

1 64 6 8 56 >99 48
2 73 6 8 25 >99 50
3 64 6 20 18 >99 68
4 73 6 20 2 >99 71
5 73 6 44 0 >99 82
6 73 12 20 0 >99 83

% Condic&o reacional: substrato (0,2 mmol), CALB (6 ou 12 mg), acetato de
vinila (0,3 mmol), complexo de ruténio (5 pmol), KO'Bu (1M em THF, 6 umol),
K3PO4 (0,2 mmol) tolueno (1 mL).

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

4 Conversao: determinada por CG aquiral

Aumentando a quantidade de lipase no meio reacional (12 mg) ndo levou a um
significativo aumento na conversdo da reagdo, sendo que o produto acetilado foi obtido com

83% de conversao.
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3.2.5. Determinacao da configuracao absoluta dos élcoois e ésteres obtidos

Para a determinacédo da configuracdo absoluta dos produtos acetilados 72a-f, bem
como dos alcoois remanescente 65a-f, obtidos com excelente enantiosseletividade (ee
>99%) nas reacdes de resolucdo cinética enzimatica poderia-se empregar o método de
Mosher, o qual utiliza um reagente de derivatizagdo quiral e posterior analise por RMN de
'H.% Entretanto, uma segunda alternativa seria transformar um dos compostos
enantiopuros obtidos em um composto que ja tivesse sua configuracdo absoluta reportada
na literatura, bem como os dados de rotacdo especifica ou a ordem de eluicdo dos
enantibmeros quando empregada uma técnica de cromatografica utilizando uma fase
estacionéria quiral.

Para a determinacdo da configuracdo absoluta dos alcoois 65a e 65b e de seus
respectivos ésteres 72a,b optou-se em empregar os compostos 65a,b (ee >99%) como
substratos em uma reacdo de acoplamento cruzado do tipo Suzuki-Miyaura. Os alcoois
bifenilicos que seriam formados possuem dados existentes na literatura sobre suas
configuracdes absolutas.

Desta forma, foi realizado inicialmente a reacdo de acoplamento dos alcoois (RS)-
65a,b com bromobenzeno (76) na presenca de Pd(OAc), e PhsP.**' Os &lcoois bifenilicos

77a,b foram obtidos com bons rendimentos, como mostrado no Esquema 3.27.

OH OH
Pd(OAC)Z, Ph3P

Br
| AN Na,CO3, 2-propanol/ H,O X
+
A G 2,5 h, refluxo =

O—-B
\O 76
(RS)-65a, 4'-Bpin (RS)-77a, 4'-Ph, 83%
(RS)-65b, 3'-Bpin (RS)-77b, 3-Ph, 79%

Esquema 3.27. Sintese dos éalcoois bifenilicos (RS)-77a,b a partir dos alcoois (RS)-65a,b através da reacdo de
acoplamento cruzado do tipo Suzuki-Miyaura.

O proximo passo foi realizar a reagdo descrita acima utilizando os alcoois 66a,b
enantiomericamente puros (ee >99%) como substratos.

A configuracdo absoluta dos &lcoois bifenilicos 77a,b foi atribuida como sendo de
configuracdo-(S) apds a comparacao entre os valores de rotagdo especifica obtidos com os
descritos na literatura.’** Os valores de rotacdo especifica obtidos, bem como os valores

reportados para os élcoois (S)-77a,b sdo mostrados na Figura 3.10.
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OH

O\B
7 O (S)-77a, ee 96%
O (5)-65a ee>99% [a]D = 44,6 (c = 1,0; CHClg)

24_ _ .
[o]6= -31,4 (c = 1,0; CHCl3) Lit, [0]28= -43,7 (c = 0,75; CHCl3)

OH

O ) S)-77b, ee 99%
B (S)-65b, ee >99% a]3’= 37,8 (¢ = 1,0; CHCly)
;’v\o%[od%4= -27,2 (¢ = 1,14; CHCl3) L|t [a]%o- -38,0 (¢ = 1,09; CHCl3)

Figura 3.10. Valores de rotagdo especifica dos alcoois (S)-65a,b e (S)-77a,b.

Analisando o cromatograma obtido por analise em CLAE foi observado uma pequena
estereoinversao durante a reacdo de acoplamento, uma vez que partindo do alcool (S)-65a
com ee >99%, o alcool bifenilico (S)-77a foi obtido com 96% de excesso enantiomeérico.
Para o alcool 77a ja havia sido reportado um método de separacdo dos enantibmeros por
CLAE utilizando-se de uma fase estacionario quiral.'** Assim, também foi possivel atribuir a
configuracao absoluta pela ordem de eluicdo dos enantibmeros, em que o enantibmero-(S)

possui um menor tempo de retencdo do que o enantibmero-(R) (Figura 3.11).

(S)y77a (R)-77a

(S)-77a

Figura 3.11. Cromatograma obtido por analise de CLAE do composto (RS)-77a (cromatograma A), e 0
cromatograma obtido do composto (S)-77a preparado a partir do substrato (S)-65a (cromatograma B).
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Jé para o alcool 77b néo foi encontrado na literatura dados com respeito a separacéo
dos seus enantibmeros. Porém, utilizando o mesmo método cromatogréfico foi possivel

realizar a separagao dos enantidmeros como pode ser observado na Figura 3.12.

(S)-77b

(R)-77b

(S)-77b

Figura 3.12. Cromatograma obtido por andlise de CLAE do composto (RS)-77b (cromatograma A), e o
cromatograma obtido do composto (S)-77b preparado a partir do substrato (S)-65b (cromatograma B).

Uma vez que a configuragdo absoluta dos alcoois (S)-65a,b ja havia sido atribuida e
a ordem de eluicdo, bem como os tempos de retengdo para cada um dos enantibmeros ja
havia sido estabelecida, a configuracdo absoluta dos &lcoois 65c,d (ee >99%) foi
determinada a partir da transformacdo dos alcoois enantiopuros 65c,d nos respectivos
alcoois 65a,b através da reacdo de transesterificagdo com pinacol.

A transesterificacdo do grupamento éster bordnico derivado do alcool neopentilico
com pinacol levou a formacéo de uma mistura dos dois diferentes ésteres borénicos como

mostrado no Esquema 3.28.
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oH OH OH
| N pinacol | N | N
_—
= = + =
O\B\/ THF O\B\/ O\B\/
(0] (0] (0]
(RS)-65c¢c,d (RS)-65¢c,d (RS)-65a,b

Esquema 3.28. Transesterificacdo dos ésteres borénicos 65c¢,d com pinacol para determinacéo da configuragdo
absoluta.

Apos foi realizado o mesmo procedimento com os alcoois enantiopuros 65c,d, e 0s
produtos obtidos analisados por CLAE. Os tempos de retencdo para os compostos 65a,b
obtidos apdés a reacao de transesterificagcdo foram comparados com os tempos de retencéo
dos seus respectivos padrdes. Como pode-se observar nos cromatogramas obtidos por
CLAE representados nas Figuras 3.13 e 3.14, os alcoois (S)-65a,b foram obtidos a partir dos
alcoois (S)-65c,d. Portanto, os enantibmeros de configuracdo-(R) foram acetilados

preferencialmente pela lipase.

(S)-65a s)-65¢||  |1(R)-65¢

20004 ) -

(S)-65a (S)-65¢

Figura 3.13. Cromatograma obtido por analise de CLAE da mistura dos alcoois (RS)-65a e (RS)-65c

(cromatograma A), e o cromatograma obtido da reagéo de transesterificacdo do alcool (S)-65¢c com pinacol, que
resultou na mistura dos alcoois (S)-65a e (S)-65c (cromatograma B).
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2004 (S)-65d z

TN

(R)-65d
(S)-65

Figura 3.14. Cromatograma obtido por andlise de CLAE da mistura dos alcoois (RS)-65b e (RS)-65d
(cromatograma A), e o cromatograma obtido da reacéo de transesterificacdo do alcool (S)-65d com pinacol, que
resultou na mistura dos alcoois (S)-65b e (S)-65d (cromatograma B).

Para determinar a configuracdo absoluta do alcool 65e e do éster 72e obtidos apds a
reacdo de RCE, foi comparado o valor da rotacdo especifica do alcool enantiopuro 65e (ee
>99%) com o valor descrito na literatura, ja que a sintese enantiosseletiva do alcool (S)-65e
ja havia sido descrita.’®® A partir destes valores foi possivel atribuir a configuracdo-(S) ao
enantibmero remanescente e, portanto, a configuracdo-(R) ao enantibmero acetilado

preferencialmente pela lipase (Esquema 3.29).

OH OH QAc

O\B/\)\ CAL-B, = “OAc O\B/\/k + O\B/M

/ hexano, 30 °C, 12h / /
o} o 0
(RS)-65¢ (S)-65e, ee >99%. (R)-;Ze, ee >99%.
[o]p?* = +11,8 (¢ 1,0, MeOH) [a]p™* = +42,5 (c 1,0, MeOH)

Lit. [o]p®® = +5.4 (c 1,0, MeOH, ee 86%)

Esquema 3.29. RCE do alcool (RS)-65e e a atribui¢do das configuragbes absolutas.
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Como os compostos 65f e 72f ainda ndo haviam sido descritos, decidiu-se realizar
uma transformacdo quimica que levasse a um composto com configuracdo absoluta
conhecida. Desta forma, transformou-se o composto 65f com pureza enantiomérica >99%
ao 2,5-hexanodiol (78) através da reacado de oxidacdo do grupamento éster borbnico a
correspondente funcdo alcool, realizada em meio basico na presenca de H,0,."** A medida
de rotacdo especifica para o diol obtido foi comparada com os dados ja descritos'* desta
forma, foi possivel atribuir a configuracdo absoluta para o enantibmero do substrato 65f que
nao reagiu como sendo o de configuragcéo-(S) como mostrado no Esquema 3.30

OH OH

H,0, 30%
O« /\/\/k 2M NaOH /\/\/k
/B HO

— >
0] 0°C,0,5h
(S)-65f (S)-78

[o]p'® = +6,3 (MeOH, c=1,10);
Lit, [o]p® = +12,9 (MeOH, c=1).

Esquema 3.30. Reacéo de oxidagdo do grupamento éster bordnico do substrato (S)-65f levando a formagéo do
(S)-2,5-hexanodiol (78).
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4. Resolucdo cinética enzimética de aminas primarias

contendo boro

4.1. Introducéo

4.1.1. Resolucdo cinética enzimética de aminas

Da mesma forma que racematos de alcoois quirais podem ser resolvidos
enzimaticamente através de uma reacao de acilacao enantiosseletiva mediada por lipases,
aminas e amidas opticamente ativas também podem ser obtidas através desta metodologia

(Esquema 4.1).14%

NH, NH, NHacila
lipase
+
e ° acilante e e e e
amina-(RS) amina-(S) amida-(R)

Esquema 4.1. Esquema geral de uma resolugao cinética enzimatica de uma amina primaria.

Aminas opticamente ativas e seus derivados, as amidas, fazem parte de uma
importante classe de compostos em sintese orgénica, e sdo frequentemente empregadas
como intermediarios na sintese de moléculas mais complexas. No caso das aminas, estas
sdo também utilizadas como agentes de resolucdo e auxiliares quirais em reacbes
assimétricas. 149,

A obtencdo de aminas opticamente ativas através da acilacdo enantiosseletiva
mediada por lipases passou a ser estudada com mais intensidade no final da década de
1980, e com a disponibilidade comercial de diferentes lipases logo no inicio da década de
1990 alguns processos industriais passaram a utilizar esta metodologia. Um exemplo disso
é a producédo de diversas aminas enantiomericamente puras pela empresa BASF,*° Neste
processo, diferentes aminas sdo obtidas com alto grau de pureza éptica através da RCE
mediada pela lipase de Candida antarctica (CALB) e utilizando o 2-metoxiacetato de etila
como reagente acilante. As amidas formadas sado hidrolisadas, levando ao outro
enantibmero das aminas (Esquema 4.2). Alguns exemplos de aminas submetidas a este
processo sdao mostradas na Figura 4.1, sendo que alguns compostos sdo preparados em

uma escala de até mil toneladas ao ano.
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o)
OMe
NH; 0 NH, HNJ\/

EtOJ\/OMe
—_— > +
(RS)-1-feniletanamina (S)-1-feniletanamina (R)-2-metoxi-N-(1-feniletil)acetamida
ee >99,5% ee >99%
NaOH / H,0

NH;

Cr

(R)-1-feniletanamina
ee >99%

Esquema 4.2. Processo industrial da BASF para a producdo de aminas enantiomericamente puras representado
pela RCE do (RS)-1-feniletanamina e posterior hidrolise do éster formado.

NH
N N /E>)NE \)Niz /\)Niz w)\z
©)\//©)\ CI
NH
NH, Cl  NH NH, 2
Me0\©)\ /@)\ : J\ %\ NH;
Cl

NH

NH, NH; NH; O/\/ o
D OO )

Figura 4.1. Exemplos de aminas quirais submetidas ao processo de RCE desenvolvida pela BASF.

A acilagdo enantiosseletiva de aminas catalisada por lipases também ocorre pelo
mesmo mecanismo de acilagcdo de alcoois, e a enantiopreferéncia € a mesma observada
para os alcoois, seguindo assim o modelo proposto por Kazlauskas.™*°

No entanto, devido a maior nucleofilicidade do grupo amina, doadores de acila
comumente utilizados na RCE de alcoois, como o0s acetatos de vinila, ndo podem ser
empregados. Desta forma, € necessario o uso de doadores de acila menos reativos,
evitando assim a acilagdo ndo enzimatica e, consequentemente, ndo seletiva da amina.'®!

Uma grande variedade de doadores de acila vem sendo estudados e entre eles

acetato de etila € o mais utilizado devido ao seu baixo custo e por possibilitar 0 seu uso



88

como solvente da reagdo. Outros doadores de acila como acetatos de alquila de cadeia
longa, metoxiacetato de etila e carbonatos de dimetila e dibenzila sdo também empregados.

4.1.2. Sintese e aplicacdo de aminas contendo boro

Aminas e seus derivados contendo o grupamento acido ou éster borénico vém sendo
consideradas como promissores blocos de constru¢cdo em sintese organica. Um grande
namero de aminas ou amidas contendo grupamentos organobordnicos sédo disponibilizadas
comercialmente. Outro fator que ilustra a versatilidade destes compostos como blocos de
construcao é o elevado numero de patentes publicadas descrevendo a sintese e a aplicacao
destes compostos para a preparacao de moléculas bioativas. Por outro lado, ha poucos
relatos sobre a preparacdo destes compostos publicados em periddicos cientificos. E
importante salientar, que nenhuma das aminas comercializadas sdo enantiomericamente
puras ou enriquecidas.

A sintese de &acidos ou ésteres borbnicos geralmente envolve a reacdo de
intermediarios organometalicos, obtidos pela reacdo de haletos de arila com um
organomagnésio ou organolitio, com um eletréfilo de boro.”® Como um grande nimero de
aminas arilicas contendo halogénio (bromo ou iodo) na molécula sédo disponiveis
comercialmente, estas aminas sdo usualmente empregadas como reagentes de partida.
Mas devido a reatividade do grupo amino frente a reagentes organometélicos, a sintese
destes compostos através desta metodologia exige alguns passos reacionais de protecao e
desprotecdo do grupo amino.

Um exemplo desta abordagem sintética é a rota desenvolvida e patenteada pela
empresa Clariant para a producédo de anilinas contendo &cidos borénicos,** como por
exemplo a sintese do &cido 4-aminofenilborénico (82) mostrada no Esquema 4.3.
Inicialmente, a 4-bromoanilina (78) tem o grupamento amino protegido através de uma
reacdo de dibenzilacdo levando a amina protegida 79. No segundo passo, através da reacao
entre um intermediario organometalico, formado pela rea¢éo entre a amina 79 e hexilitio,
com o triisopropilboronato obtem-se o acido borénico 80. A desprote¢cdo do grupo amino
pode ser realizada pela reacéo de hidrogendlise catalisada por Pd/C, levando a formacéo do

cloridrato do acido 4-aminofenilbordnico (82).
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Bn 1. HexLi, Bn
NH, 2 gBr N THF, -78 °C, 30 min N.
Bn 2 B(O-Pr)s;, 1h Bn
> —_—
Na,COs3, DMF
Br 110°C, 10 h Br 3. HyOf H* (HO)B
79 80, 92% 81, 76%
Pd/C, Hy
HCI, MeOH
3h,ta.
/©/NH2.HCI
(HO),B
82, 95%

rendimento global de 66%
Esquema 4.3. Sintese do acido 4-aminofenilbordnico (82).

Uma segunda metodologia para a sintese de aminas contendo grupamentos
organoborénicos é através da reacéo de borilacdo de Miyaura.?® Um exemplo do uso dessa
metodologia é a sintese do éster pinacélico do acido 4-(1-butoxicarbonilamino)fenilborénico
[(R)-83] (Esquema 4.4), o qual foi preparado como intermediario para sintese de moléculas
antagonistas da bradiquinina, um potente peptidio vasodilatador.*?

Nesta rota sintética, o grupo amino da (R)-(4-bromofenil)etilamina (81), o qual é
disponivel comercialmente, é protegido na forma do carbamato 82, que em um segundo

passo sofre a reacdo de borilacdo utilizando catalisada pelo complexo de paladio

PACl,(ddpf).
Jk K Jk K
P

Boc,0
e —
/@/\ /@/\ pdC|2(dppf) KOAc o /©/\
Br Br DMSO, 80°C, 1 h \IIB
(R)-81 (R)-82 7§<O (R)-83

PdCly(dppf) = Fe PdCI2 ‘CH,Cl,

SR

O

Esquema 4.4. Sintese do éster pinacdlico do acido 4-(1-butoxicarbonilamino)fenilbordnico [(R)-83].

P4

I

N
||IIZ
-lllZ
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4.2. Apresentacdo e discussao dos resultados

4.2.1. Sintese de aminas primarias quirais contendo boro

Com os bons resultados obtidos na resolugdo cinética enzimatica dos alcoois
contendo o grupamento éster borbénico, o proximo passo deste estudo foi avaliar a reacao de
acilacdo enantiosseletiva mediada por lipases em aminas primarias quirais contendo boro.

Para os estudos iniciais, planejou-se a sintese da amina contendo boro 84a, que
poderia ser obtida por duas rotas sintéticas distintas. A primeira op¢do seria empregar as
metodologias j& descritas, utilizando como material de partida a 1-(4-bromofenil)etanamina
(81), que apés a protecao do grupo amino poderia ser realizado a inser¢cdo do atomo de
boro via um intermediario organometalico ou através da reacao de borilacdo. A desprotecéo
do grupamento amino levaria entdo a amina desejada (Esquema 4.5, Rota 1). Uma segunda
opcao seria utilizar como estratégia sintética a reagdo de aminacao redutiva do grupamento
cetona presente no acido 4-acetilfenilborénico (66a) (Esquema 4.5, Rota 2). Neste caso, 0

produto desejado poderia ser obtido em apenas um passo reacional.

NH»
NH» (0]
Rota 1 Rota 2

O«
B reagdo de aminagdo
r borilagéo O redutiva (HO)B
(RS)-81 (RS)-84a 66a

Esquema 4.5. Possiveis rotas sintéticas para a preparagdo do éster pinacolico do &cido 4-(1-aminoetil)
fenilborénico 84a.

~m

Dentre as diferentes metodologias de aminagéo redutiva descritas para a preparacéao
de aminas primérias, foi escolhido inicialmente o método descrito por Miriyala e
colaboradores, que faz uso de tetraisopropdxido de titanio [Ti(Oi-Pr),] como &cido de
Lewis e uma solucdo de amodnia em etanol. O intermediario iminico formado é
posteriormente reduzido na presenca de NaBH, levando a formagdo da amina primaria
desejada.

Na primeira reacdo realizada, o &cido 4-acetilfenilborénico (66a) foi submetido a
reacdo de aminagdo redutiva seguindo o protocolo descrito pelos autores. O substrato 66a
(2 mmol), 2 equivalentes de Ti(Oi-Pr), e uma solugdo de aménia em etanol (5 equivalentes
de amodnia) foram mantidas sob agitagcdo por um periodo de 6 horas. Apos foi adicionado

NaBH,, e ap6s 3 horas de reacao realizou-se o término (work-up) da reacgéo.
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Para o término da reacao, inicialmente seguiu-se o procedimento descrito no trabalho
o qual é realizado em meio basico com a adi¢do de uma solu¢ao aquosa de NH,OH.

Apos o procedimento de extracdo, apenas 35 mg (10 % em rendimento) do produto
bruto foi obtido. Por andlise em cromatografia em camada delgada (CCD) observou-se uma
Unica mancha, o qual era diferente do reagente de partida 66a. Sabendo-se que o
grupamento &cido borénico é quaternizado na presenca de meio basico levando a formacgéo
de uma estrutura anidnica (complexo ato), e assim aumentando sua solubilidade em meio
aquoso, o pH do meio aquoso foi levado a pH 7, e novamente extraido com solvente
organico (éter etilico). ApGs este procedimento foi obtido mais 20 mg (6 %) do mesmo
material. O pH da solucdo aquosa foi levado a pH = 1, e novamente extraida com solvente
orgéanico. Nestas condicdes foi possivel obter 115 mg (45 %) do produto bruto, totalizando

um rendimento de 61% (Esquema 4.6).

1. Ti(Oi-Pr), .
NH3.EtOH, 6 h, t.a. pinacol
> e

2. NaBH,, 3 h, t.a. THF O«

(HO),B (HO),B B
66a (RS)-85,61% O (RS)84a

Esquema 4.6. Aminagao redutiva do acido 4-acetilfenilbordnico (66a).

Para confirmar a estrutura do produto obtido cada uma das fracBes obtidas foi
submetido a reacdo de esterificacdo com pinacol, levando a formacao do éster pinacdlico do
acido 4-(1-aminoetil)fenilbordnico (Esquema 4.6), que teve sua estrutura quimica confirmada
por RMN de *H e 3C.

Com estas informagdes pode-se deduzir que a solubilidade do composto (RS)-85 é
menor em meio aquoso quando o pH da solucdo é <7, ou seja, quando o grupamento acido
borénico esta na sua forma neutra (85-A), mesmo que 0 grupamento amino esteja na forma
de ion aménio, sendo entdo mais sollvel em meio aquoso quando na forma anidnica (85-B)

gue é a forma predominante em pH >7 (Esquema 4.7).

@
NH3 NH, NH,
HOL HO [S]
j 7 o}
OH 85-A OH 85 OH 85-B

Esquema 4.7. Equilibrios de quaterniza¢éo do &cido bordnico (pH >7) e formac&o do ion amdnio (pH < 7).
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Assim, foi novamente realizada a reagdo de aminagdo redutiva do &cido 4-
acetilfenilborénico (66a), porém, no workup da reacgdo foi adicionada uma solu¢do aquosa
1M de HCI até alcancar um pH = 1. Desta forma, ap6s a extracdo em meio acido foi possivel
obter o produto bruto com 71 % de rendimento. Apos esterificacdo com pinacol o produto
final foi obtido com um rendimento de 64% de rendimento apds os dois passos reacionais
(Esquema 4.8).

A reacdo de aminacao redutiva bem como extracdo em meio acido foi empregada na
preparacdo do analogo (RS)-84b onde o grupo éster pinacolilborénico esta na posi¢céo 3 do
anel aromatico em relagdo ao grupo amino. Da mesma forma, o produto bruto 85b obtido
apos a reacdo de aminacao redutiva apresentava-se como uma Unica mancha em CCD, e
foi obtido com 75% de rendimento. Apds a reacao de esterificacdo com pinacol, o produto
desejado (RS)-84b foi obtido com 65% de rendimento apdés o0s dois passos reacionais

(Esquema 4.8).

Q 1. TI(O'Pr), NHz NH>
A NH3.EtOH AN pinacol N
—_— — >
| | THF |
AF 2. NaBH, A =
(HO)B 3. HCI 1N (HO).B 0~g”"

66a, 4'-B(OH), (RS)-85a, 71% (\) (RS)-84a, 91%
66b, 3-B(OH), (RS)-85b, 75% (RS)-84b, 87%

Esquema 4.8. Aminagdo redutiva dos acidos 4- e 3-acetilfenilbordnicos (66a,b) seguido da esterificacdo do
grupo acido borénico com pinacol.

As amidas (RS)-86a,b foram preparadas através da reacéo de acetilacao utilizando o
método usual de acetilacdo o qual emprega anidrido acético na presenca das bases 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) e EtsN. As amidas foram obtidas com 96 e 98% de rendimento

apos purificagdo por coluna cromatogréafica (Esquema 4.9).

NH, NHAc

| N Ac,0 X
Et,N, DMAP |
SAF

4 CH,Cly, ta., 12 h O\Ei

(0] .
(RS)-84a, 4-Bpin O (Rs)-86a, 96%
(RS)-84b, 3'-Bpin (RS)-86b, 98%

Esquema 4.9. Reacdo de acetilagdo dos ésteres pinacélicos dos &cido 4- e 3-(1-aminoetil) fenilborénicos [(RS)-
86a,b].
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4.2.2. Resolugdo cinética enzimética das aminas primarias quirais contendo boro

Embora os resultados descritos na literatura mostrem que a lipase de C. antarctica
(CALB) é a que apresenta a melhor atividade catalitica na RCE de aminas primarias,
inicialmente avaliou-se também a atividade das lipases de P. cepacia (PS-CIl e PS-DI) na
reagdo de RCE da amina contendo boro (RS)-84a.

Estas reacdes foram realizadas em hexano e em tolueno em uma temperatura de 30

°C durante 24 horas. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4.1

Tabela 4.1. Avaliacdo da atividade catalitica das lipases de C. antarctica (CALB) e P. cepacia (PS-CIl e PS-DI)
na RCE da amina (RS)-84a.

NH; . NH,
lipase

NHAc
EtOAG (4 equiv) ~
> +
O- solvente /©/\
I/3 30°C, 24 h O‘I/B O\I?
O (RS)84a 7§<o (S)-84a 7§<o (R)-86a

ee (%)
#  fonte de lipase solvente c. (%)d E®
(S)-84a°  (R)-86a°
1 C. antarctica (CALB, Novozym 435) hexano 25 >99 20 >200
2 tolueno 19 >99 16 >200
3 P. cepacia (PS-CII) hexano 8 >99 7 >200
4 tolueno 6 >99 6 >200
5 P. cepacia (PS-DI) hexano 5 >99 5 >200
6 tolueno 2 >99 2 >200

 Condic&o reacional: substrato (RS)-84a (0,1 mmol; 24,7 mg), CAL-B (20 mg), acetato de etila (0,4 mmol;
39 uL), solvente (2 mL).

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ determinado por CG com fase estacionaria quiral;

4 Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).

Como ja era esperado, das trés lipases avaliadas, a lipase de C. antarctica (CALB)
foi a que apresentou o melhor resultado, levando a formagéo da amida (R)-86a com 20% de
conversao quando a RCE foi realizada em hexano, e 16% de conversdo quando realizada
em tolueno. Embora a conversdo nesta primeira avaliagdo fosse baixa, a amida (R)-86a foi
obtida um excelente excesso enantiomérico (ee >99%) em ambos os casos (Tabela 4.1,
linhas 1 e 2).
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Mesmo com as baixas conversdes (c <7%) obtidas com o emprego das lipases de P.
cepacia (Tabela 4.1, linhas 3 a 6), os produtos acetilados também foram obtidos com
excelente enantiosseletividade (ee >99%, E >200).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 4.1 para o substrato (RS)-84a, e
com o objetivo de aumentar a conversdo da RCE foram realizados diferentes experimentos,
na qual foi avaliada a influéncia da temperatura, do tempo reacional e do solvente
empregado na reacao.

Como pode-se observar na Tabela 4.2, entre as linhas 1 e 8, o aumento da
temperatura reacional para 40 e 50 °C bem como o aumento do tempo reacional de 24
horas para 48 horas levaram a um pequeno acréscimo na conversdo da reacdo. As
conversdes observadas nas reacdes realizadas em hexano foram similares as conversfes
em tolueno. Em todos os casos a amida foi obtida com excessos enantioméricos >99%,
desta forma, embora a conversdo desejada de 50% nao fora alcancada nestas condi¢des
reacionais, a RCE mediada pela lipase CALB apresenta grande enantiosseletividade (E
>200).

Quando acetato de etila foi utilizado como solvente da reacdo (linhas 9 a 13)
melhores valores de conversao foram obtidos. O melhor resultado obtido foi com a reacao
realizada a 50 °C em um tempo reacional de 48 horas. Neste caso, a amida foi obtida com
45% de conversdo e com ee >99%, e a amina remanescente apresentou um ee de 80%
(linha 12).
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Tabela 4.2. Influéncia da temperatura, tempo reacional e solvente na RCE da amina (RS)-84a mediada pela
lipase CALB.

NH
2 CALB NH» %IHAC

EtOAc (4 equiv)
> +
solvente, temperatura o . /@/\
tempo reacional \I/B \I/B
(RS)-84a (@) (S)-84a (@] (R)-86a

O
/

O~wm

# solvente temperatura o106 (h) S c. (%)° E®
(°C) (S)-84a°  (R)-86a°

1 hexano 40 24 39 >99 28 >200
2 hexano 40 48 43 >99 30 >200
3 hexano 50 24 40 >99 29 >200
4 hexano 50 48 45 >99 31 >200
5 tolueno 40 24 38 >99 28 >200
6 tolueno 40 48 45 >99 31 >200
7 tolueno 50 24 43 >99 30 >200
8 tolueno 50 48 46 >99 32 >200
9 acetato de etila 40 24 71 >99 42 >200
10 acetato de etila 40 48 78 >99 44 >200
11 acetato de etila 50 24 78 >99 44 >200
12 acetato de etila 50 48 80 >99 45 >200
13 acetato de etila 60 24 77 >99 44 >200
14 Et,O 40 24 19 >99 16 >200
15 TBME 40 24 15 >99 13 >200
16 1,4-dioxano 40 24 3 >99 3 >200
17 THF 40 24 2 >99 2 >200

& Condic&o reacional: substrato (RS)-84a (0,1 mmol; 24,7 mg), CAL-B (20 mg), acetato de etila (0,4 mmol; 39
pL), solvente (2 mL).

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

4 Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).

Na Figura 4.2, pode-se visualizar os cromatogramas obtidos por analise em CLAE
quiral referente ao racemato (RS)-84a, e a amina enantiomericamente enriquecida (S)-84a,
com 80% de excesso enantiomérico apos a RCE utilizando as condi¢Bes descritas na linha
12 da Tabela 4.2. Na Figura 4.3 sdo mostrados os cromatogramas obtidos por analise em
CG da amida (R)-86a (ee >99%).
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mAbs
a00
(S)-84a | | .
N i | ' (R)-84a A
0 5 10 15 20
400
A
i
(S)-84a IJ[ \
200 Il | B
|
|
|
(R)-84a
: N IRV

Figura 4.2. Cromatograma obtido por andlise de CLAE da amina (RS)-84a (cromatograma A), e 0 cromatograma
obtido da amida enantio-enriquecida (S)-84a ap0s a reagdo de RCE (cromatograma B).

104
A
N (S)-86a
q ||| (R)-86a
| |
o\ Ul
15
104
' B
1 | ’. (R)-86a
i I
[a® ] I'«. JJ—_ . —
{ 4} '.I‘_n 20

Figura 4.3. Cromatograma obtido por analise de CG da amina (RS)-86a (cromatograma A), e o cromatograma
obtido da amida enantiopura (R)-86a ap6s a reacdo de RCE (cromatograma B).
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Em alguns estudos reportados na literatura, o uso de solventes mais polares em
reacoes de RCE de aminas levam a um significante efeito na atividade das lipases,
resultando a um aumento dos valores de conversdo.'*® Assim, solventes mais polares como
éter dietilico (Et,0), éter terc-butil metilico (TBME), 1,4-dioxano e tetrahidrofurado (THF)
foram avaliados em uma temperatura reacional de 40 °C durante 24 horas. Porém, como
pode-se observar na Tabela 4.2 (linhas 14 a 17) as conversbes foram consideravelmente
baixas quando comparadas com as reacdes realizadas em solventes apolares, como
hexano e tolueno (linhas 1 e 5).

As melhores condicOes reacionais encontradas foram aplicadas a amina (RS)-84b

como mostrado na Tabela 4.3 mantendo a temperatura reacional em 50 °C.

Tabela 4.3. Influéncia do tempo reacional e solvente na RCE da amina (RS)-84b mediada pela lipase CALB.

NH, NH» NHAc
CALB H
EtOAc (4 equiv)
> +
50 °C, solvente
tempo reacional
O/B\O O/B\O O/B\O
(RS)-84b (S)-84b (R)-86b
ee (%) g
# solvente Tempo (h) - c. (%) E®
(S)-84b (R)-86b°
1 hexano 24 33 >99 25 >200
2 hexano 48 40 >99 29 >200
3 tolueno 24 35 >99 26 >200
4 tolueno 48 39 >99 28 >200
5 acetato de etila 24 64 >99 39 >200
6 acetato de etila 48 71 >99 42 >200

# Condicéo reacional: substrato (RS)-84b (0,1 mmol; 24,7 mg), CAL-B (20 mg), acetato de
etila (0,4 mmol; 39 uL), solvente (2 mL).

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

4 Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).

Comparando os resultados obtidos na RCE da amina (RS)-84b pode-se notar que os
valores de conversao foram ligeiramente inferiores aos obtidos na RCE da amina (RS)-84a.
O melhor resultado foi também obtido quando a reacdo de RCE foi realizada em acetato de
etila, levando a amida (R)-86b com 42% de conversdo e excelente excesso enantiomérico
(ee >99%, Tabela 4.3, linha 6).
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Uma desvantagem do uso de acetato de etila como reagente doador de acila é a
formacdo de uma amida termodinamicamente estavel, que para ser hidrolisada a
correspondente amina necessita de condi¢des reacionais mais drasticas. Por isso, existe a
necessidade de se empregar doadores de grupamento acila que levem a amidas ou
carbamatos que sejam facilmente hidrolisados.

Desta forma, foi avaliado o emprego de outros reagentes doadores de acila, como o
2-metoxiacetato de etila e o carbonato de benzila, na RCE da amina contendo boro (RS)-
84a. O uso do carbonato de benzila leva a formagédo de carbamatos que podem ser
facilmente convertidos a aminas ap6s uma reacao de hidrogendlise catalisada por Pd/C. Ja
0 2-metoxiacetato de etila tem sido amplamente utilizado devido a sua maior reatividade
guando comparado ao acetato de etila na formacdo do intermediario acil-enzima. Essa
maior reatividade é atribuida ao efeito indutivo causado pelo grupo metoxila a carbonila.™*
57 Devido a estas caracteristicas, aliado a facilidade de hidrolise da amida obtida, este
composto tem sido utilizado em processos industriais de resolu¢do de aminas.

Como pode ser observado na Tabela 4.4 (linhas 1 a 6), a acilacdo da amina (RS)-
84a com dibenzil carbonato leva a formacédo da amida (R)-87 com alta enantiosseletividade
(ee >99%), entretanto foi observada uma baixa conversdo ap6s 24 horas. A maxima
conversao obtida foi de 17%, quando a reacao foi realizada em hexano a 50 °C (Tabela 4.4,
linha 3). Um aumento de 10 °C na temperatura reacional ndo influenciou na converséao da
reacao.

Quando foi empregado o 2-metoxiacetato de etila como reagente doador de acila
(Tabela 4.4, linhas 7 a 13), também foi observado a alta enantiosseletividade da reacao,
uma vez que a amida (R)-88 foi obtida com ee >99% em todas as condi¢cGes reacionais
avaliadas. Porém, as conversGes foram um pouco inferiores aquelas obtidas quando
empregado acetato de etila nas mesmas condi¢fes reacionais. A maxima conversao obtida
foi quando a reacdo foi realizada em tolueno a 60 °C (linha 12) em que a amida (R)-88 foi
obtida com 30% de conversédo. Interessantemente, o0 aumento do tempo reacional para 48

horas (linha 13), ndo levou a um aumentou da conversao.
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Tabela 4.4. Influéncia do doador de acila na RCE da amina (RS)-84a mediada pela lipase CALB.

L,

NH
2 CALB NH2 HH
doador de acila ~
> . /©/\
O- solvente
B 40°C, 24 h O\? 0\55
O (RS)-84a 7§<o (S)-84a 7§<o (R)-87, R = OBn
(R)-88, R = CH,OMe
ee (%)
#  doador de acila solvente tempc()e ratura R)-87 C. (%)d E®
(°C) (s)-84a> (R):87ou
(R)-88

1 carbonato de dibenzila hexano 40 12 >99 11 >200
2 tolueno 40 8 >99 7 >200
3 hexano 50 21 >99 17 >200
4 tolueno 50 12 >99 11 >200
5 hexano 60 19 >99 16 >200
6 tolueno 60 21 >99 17 >200
7 2-metoxiacetato de etila hexano 40 39 >99 28 >200
8 tolueno 40 36 >99 26 >200
9 hexano 50 44 >99 31 >200
10 tolueno 50 42 >99 30 >200
11 hexano 60 53 >99 35 >200
12 tolueno 60 42 >99 30 >200
13' tolueno 60 44 >99 31 >200

& Condicao reacional: substrato (RS)-84a (0,1 mmol; 24,7 mg), CAL-B (20 mg), doador de acila (0,4 mmol),

solvente (2 mL).

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;
¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

4 Conversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).

" 48 horas de reacso.

Para medir o excesso dos produtos acilados (R)-87 e (R)-88, estes foram convertidos

as respectivas aminas (R)-84a. Para a amida (R)-87 foi realizada uma reacdo de

hidrogendlise utilizando Pd/C em metanol (Esquema 4.10).

10% Pd/ C, MeOH

NH;

Y

4 h, ta.
(R)-87

Esquema 4.10. Reacéo de hidrogendlise do carbamato (R)-87.

B

(R)-84a
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J& para a amida (R)-88 foi realizada uma reacéo de hidrélise em meio alcalino como
mostrado no Esquema 4.11.

(0]
JJ\/OMe
HN NH

/@/\ NaOH/H,0, N(OEt)3 /@/\
O<p 6 h, 120 °C O<g

/ /
7§<O (R)-88 7§<o (R)-84a

Esquema 4.11. Reacéo de hidrélise da amida (R)-88.

\J

ApOs estas reacdes, as aminas resultantes foram analisadas por CLAE, no qual foi
observado que as aminas (R)-84a foram obtidas com excesso enantiomérico >99%. Os
rendimentos destas reacdes ndo foram quantificados.

Infelizmente, como nao foi possivel aumentar a conversao da reagdo empregando
os doadores de acila dibenzilcarbonato ou 2-metoxiacetato de etila, avaliou-se a influéncia
da quantidade de CALB na conversédo da reacdo, bem como tempos reacionais mais longos.

Nos experimentos anteriores a quantidade de CALB empregada foi de 20 mg para
0,1 mmol de substrato. Assim, foram realizados experimentos de 24, 48, 72 e 96 horas de
reacdo empregando 20 e 40 mg da CALB utilizando acetato de etila tanto como doador de
acila quanto como solvente.

Como pode-se observar na Tabela 4.5, quando foram empregados 20 mg da CALB
um pegueno acréscimo na conversdo foi observado até 72 horas de reacdo, em que
aparentemente a conversao atinge seu valor maximo (Tabela 4.5, linhas 1 a 4). Ja quando
foram empregados 40 mg da CALB, nao foi observado um aumento da conversédo, em vez
disto, foi observado um pequeno decréscimo na converséo e do ee da amina (S)-84a (linhas
6 a 8).

Esta observagéo pode estar relacionada a uma hidrolise da amida formada (R)-86a,
pela 4gua residual da CALB, e este efeito foi pronunciado quando empregou-se uma

guantidade maior da enzima.
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Tabela 4.5. Influéncia da quantidade de CALB e do tempo reacional na RCE da amina (RS)-84a.?

NH2 NH2

NHAC
CALB, EtOAc ~
= +
i e 7
(0] (RS)-84a 7§<o (S)-84a 7§<0 (R)-86a

ee (%)
# CALB (mg) tempo (h) c. (%) E°
(S)-84a°  (R)-86a°

1 20 24 71 >99 42 >200
2 20 48 78 >99 44 >200
3 20 72 80 >99 45 >200
4 20 96 77 >99 44 >200
5 40 24 76 >99 43 >200
6 40 48 75 >99 43 >200
7 40 72 74 >99 43 >200
8 40 96 68 >99 40 >200

 Condico reacional: substrato (RS)-84a (0,1 mmol; 24,7 mg), CAL-B (20 mg), acetato de
etila (2 mL), 40 °C.

® Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

¢ Determinado por CG com fase estacionaria quiral;

dConversao: ¢ = ees/(ees + eep);

° Enantiosseletividade: E = In[eep(1-ees)]/(eep+ees) / In[eep(1+ees)]/(eep+ees).

Estes resultados levam a crer que o produto formado, a amida (R)-86a, estaria
interagindo com o sitio ativo da CALB de uma forma competitiva, e desta forma evitando o
aumento da conversao. A possivel hidrélise observada quando foram empregados 40 mg de
CALB (Tabela 4.5, linha 9) também pode ser explicado pela maior interacdo da amida (R)-
86a com a enzima.

Alguns trabalhos relatam que subprodutos gerados durante a reacdo de resolucdo
cinética podem fazer com que esta ndo se complete, ou seja, o produto ndo é convertido
com 50%. Um destes subprodutos pode ser o etanol produzido apds a formagédo do
intermediario acil-enzima, quando é empregado acetato de etila como doador de acila.
Assim, uma das formas de solucionar este problema € submeter novamente o0s
componentes da reagdo incompleta (substrato, produto e enzima) a uma segunda RCE
removendo o solvente inicial o qual contem o etanol, substituindo por um novo solvente e
uma nova enzima.

Desta forma, para verificar se esta possibilidade poderia estar impedindo a completa
RCE da amina (RS)-84a, foi realizada uma reacdo de RCE empregando as melhores

condi¢bes até entdo encontradas para a RCE da amina (RS)-84a (Tabela 4.2, linha 12).
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Ap0s 24 horas de reacéo, a CALB foi removida através de filtragdo e o solvente (acetato de
etila) removido sob presséo reduzida. Os excessos enantioméricos do produto acetilado (R)-
86a (ee >99%) e da amina remanescente (S)-84a (85% ee) foram medidos, e novamente
essa mistura foi submetida a uma segunda RCE, em que foi adicionado tanto CALB e
acetato de etila novos. A reacgdo foi mantida nas mesmas condi¢Bes por mais 24 h. Apos
este periodo, observou-se apenas um pequeno acréscimo no excesso enantiomérico da

amina (ee 89%) como mostrado no Esquema 4.12.
NH,

O.

B
/
O
NH, (S)-84a, ee 89%

CALB, EtOAc
—_ >

24 h,50°C

CALB, EtOAc
—_— +

24 h,50°C NHAc

7§< (RS)-84a /©/\
O- B
/
(0]
(R)-86a, ee >99%

remogao da CALB
evaporagao do solvente

O.

[o9)

O~

Esquema 4.12. Dupla RCE da amina (RS)-84a.

Este resultado mostra que o etanol gerado durante a reacdo nao influéncia na
conversao da reacao, e deixando mais claro, que o produto formado, a (R)-86a poderia estar
inibindo a atividade da enzima.

Para sustentar esta hipotese, foi submetido a amina (S)-84a com 80% de excesso
enantiomérico a RCE nas melhores condi¢gfes estabelecidas (Esquema 4.13).

Apo6s 24 horas de reacdo foi possivel obter a amina (S)-84a com 99% de excesso
enantiomérico. Com este resultado pode-se concluir que o enantibmero-(S) ndo atua como

um inibidor.

NH, NH, NHAc
CALB, EtOAc :
—_—
O. 24 h, 50 °C ON O‘B
7§< (S)-84a, ee 83% (S)-81a, ee 99%

Esquema 4.13. RCE da amina (S)-84a com 83% de excesso enantiomérico.

+

O~wm
O~wm
O~

(R)-83a, ee >99%
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Infelizmente, ndo foi possivel realizar a sintese de outros exemplos de aminas
contendo boro para serem empregadas como substratos na reacdo de RCE, o que seria de
grande interesse, uma vez que estas aminas sdo consideradas promissores blocos de

construgdo em sintese organica.

4.2.3. Determinacado da configuracéo absoluta das aminas e amidas obtidas

Para determinar a configuracdo absoluta das aminas enantio-enriquecidas (S)-84a,b
bem como das amidas enantiopuras (R)-86a,b, empregou-se a mesma estratégia utilizada
na determinacdo da configuracdo absoluta dos alcoois contendo boro, transformando um
dos compostos obtidos em um composto que possuisse a configuracdo absoluta ja atribuida
e dados como rotacdo especifica ou ordem de eluicdo em CLAE ou CG quiral que
pudessem ser comparados.

A possibilidade de realizar uma reacdo de acoplamento do tipo Suzuki-Miyaura com
as aminas (S)-84a,b ou com as amidas (R)-86a,b foi descartada, uma vez que os produtos
gue seriam obtidos, as aminas ou amidas bifenilicas, ndo foram descritas na literatura na
sua forma enantiopura ou enantio-enriquecida.

Porém, encontrou-se na literatura a descricdo da ordem de eluicdo dos enantibmeros
das amidas 4- e 3-bromofenilacetamidas (89a,b)**®

Desta forma, para realizar a transformacdo das amidas contendo boro 86a,b nas
respectivas amidas 89a,b avaliou-se a reacdo de bromo-desborilacdo.”®® Nesta reacéo
ocorre a troca do atomo de boro pelo &tomo de bromo, catalisada por NBS e CuBr como
mostrado no Esquema 4.14. Inicialmente realizou-se a rea¢do de bromo-desborilagdo com
as amidas racémicas (RS)-86a,b, e os produtos 4- e 3-bromofenilacetamidas [(RS)-89a,b]

foram obtidos com bons rendimentos (Esquema 4.14).

NHAc NHAc
CuBr (1 equiv)
| N NBS (1 equiv) | =
P S
MeCN, 80 °C, 12 h
O~B\ Br/

(e}

(RS)-86a, 4'-Bpin (RS)-89a, 90%
(RS)-86b, 3'-Bpin (RS)-89b, 89%

Esquema 4.14. Transformagdo das amidas contendo boro (RS)-86a,b nas amidas (RS)-896a,b através da
reacéo de bromo-desborilagdo.
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Posteriormente, foi realizada a mesma reacdo empregando as amidas enantiopuras

(R)-86a,b (ee >99%) como mostrado no Esquema 4.15.

NHAc
CuBr (1 equiv) -
/©/\ NBS (1 equiv) /@/\
O\/B MeCN, 80 °C, 12 h Br
(0]

(R)-86, ee >99%
[alp?'= +84,6 (c 1,0, CHCI3)

(R)-86, 89%, ee >99%
[a]p2'= +72,2 (¢ 1,02, CHClg)

NHAc
CuBr (1 equiv) X
NBS (1 equiv)

MeCN, 80 °C, 12 h

Br
) é (R)-89, 91%, ee >99%

[alp?'= +72,2 (¢ 1,02, CHCl3)
(R)-86, ee >99%

[a]p?'= +84,6 (c 1,0, CHCI5)

da reagéo de bromo-desborilagao.

Esquema 4.15. Transformagdo das amidas contendo boro (R)-86a,b (ee >99%) nas amidas (R)-89a,b através

As bromofenilacetamidas obtidas foram analisadas em CLAE utilizando a mesma

fase estacionaria quiral reportada no trabalho utilizado como referéncia, e assim, atribuiu-se

a configuracdo absoluta pela comparacdo pela ordem de eluicdo e tempos de retencdo

observados para as amidas (R)-89a,b com os dados ja descritos.
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5. Biorreducado de alcoois contendo boro por enzimas alcool
desidrogenases

5.1. Introducéo

A reducdo enantiosseletiva de cetonas pré-quirais € um processo de grande
importancia em sintese organica para a obtencdo de alcoois secundarios
enantiomericamente puros, uma vez que esses fazem parte da estrutura de iniUmeros
compostos com atividade bioldgica.

Aliado aos métodos que empregam organocatalisadores como reagentes

redutores, %16

0 uso de métodos enzimaticos para a biorreducdo de compostos
carbonilicos vém sendo bastante explorados, mostrando que este pode ser um método
bastante atrativo para a preparacdo de alcoois de maneira enantiosseletiva. Além disto,
dependendo do substrato empregado, o processo de biorreducédo pode ser realizado com
elevada quimio- e regiosseletividade.*®%*%

As enzimas que realizam a biorreducdo de compostos carbonilicos aos respectivos
alcoois sdo as enzimas alcool desidrogenases (ADHS), que pertencem a classe das 6xido-
redutases (Tabela 1.2, item 1.2).

As ADHs sao dependentes de cofatores, ou seja, pequenas moléculas organicas
necessarias para que a reacao de 6xido-reducao ocorra. As ADHs sé@o dependentes de dois
tipos de cofatores: a) dinucleotidio de dicotinamida e adenina na sua forma reduzida (NADH)
ou oxidada (NADY); b) fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina na sua forma

reduzida (NADPH) ou oxidada (NADP*).%

R =H, NADH ou NAD*
R = PO3H, NADPH ou NADP*

Esquema 5.1. Esquema representando o equilibrio de oxi-reduc&o do NADH ao NAD" ou NADPH ao NADP".
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O papel das enzimas ADHs é proporcionar uma interagao do substrato com o cofator
de uma maneira que seja favoravel termodinamicamente. De forma geral, no mecanismo de
biorreducao de compostos carbonilicos pode haver quatro caminhos estereoquimicos para a
transferéncia do hidreto do cofator (NADH ou NADPH) para o substrato (Figura 5.1). O
hidreto reagira com a face-re ou com a face-si do composto carbonilico dependendo da
orientagao deste no sitio ativo da enzima, levando a formagao do alcool de configuragao-(S)
ou —(R). Por outro lado, tanto o hidreto pro-(R) quanto o hidreto pro-(S) do cofator pode ser
transferido dependendo da orientagdo deste na cavidade da enzima. Como mostrado na
Figura 5.1, algumas enzimas podem promover a transferéncia do hidreto pela face-re,
obedecendo & regra de Prelog'®® com o ataque pela face frontal. Quando a transferéncia

ocorre pela face-si diz-se que o ataque do hidreto é anti-Prelog.

substrato
NAD(P)H

NAD(P)H

H ©O
OH
7D
N
produto O

NAD(P)*

Figura 5.1. Mecanismo de transferéncia de hidreto do cofator (NADH ou NADPH) a um composto carbonilico
pro-quiral substituido por um grupo pouco volumoso (esfera P) e um bastante volumoso (esfera G).

As reacdes de biorreducdo podem ser realizadas de duas formas: a) Através das
enzimas ADHs presentes em células intactas de fungos ou bactérias. Desta forma, faz-se o
crescimento do microrganismo desejado e apds, uma determinada quantidade de massa
celular € empregada no meio reacional contendo o composto carbonilico que se deseja
reduzir. b) Uma segunda forma é o emprego de enzimas ADHs isoladas. Porem, neste caso
€ necessario que se adicione no meio reacional a mesma quantidade estequiométrica do
NAD(P)H para que a biorredugéo ocorra com uma conversao teérica de 100%.

Devido ao alto valor destes cofatores, esses processos tém sido realizados com

sistemas de reciclagem destes cofatores no préprio meio reacional.
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Existem diferentes processo para a regeneracdo do cofator,’® entre eles, o mais
utilizado é o de co-substrato acoplado, no qual a enzima simultaneamente transforma o
substrato principal no produto de interesse e transforma um segundo substrato em um
produto secundario, consequentemente regenerando o cofator na forma reduzida como

mostrado no Esquema 5.2.

(0] . . OH
(A) , ' > }\
N Rz : \\ . ¥
cetona pré-quiral E E alcool-(R) ou (S)
1 enzima
NAD(P)H ' ADH ! NAD(P)*
0 \\ // OH
(B) )k < ; ; )\

co-produto co-substrato

Esquema 5.2. (A) Reducédo da cetona para levar ao seu respectivo alcool (R ou S) catalisada por alcool
desidrogenase. (B) Reagéo do co-substrato 2-propanol a acetona para regenerar o cofator reduzido.

As enzimas ADH estédo presentes em todos 0s organismos, pois participam de um
grande numero de processos celulares, como por exemplo, metabolismo de acucares e
lipidios. Assim, muitas reac¢des de biorreducdo descritas na literatura empregam células
inteiras de microorganismos, ou até mesmo plantas.

Algumas ADHs sdo disponiveis comercialmente em sua forma pura para uso
sintético, suas fontes incluem leveduras como Saccharomyces cerevisiae, figado de cavalo,
e bactérias como Thermoanerobium brockii e Lactobacillus kefir. Entretanto, devido a
importancia da transformacao gue estas enzimas proporcionam, constantemente hi a busca
por novos organismos que possam conter enzimas ADH que realizem esta transformacgéo

com alta eficiéncia.
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5.2. Apresentacéo e discussao dos resultados

5.2.1. Biorreducao de cetonas contendo boro mediada por células dos fungos Aspergillus

terreus e Rhizopus oryzae

O nosso grupo de pesquisa havia explorado as rea¢fes de biorreducdo de cetonas
com células dos fungos Aspergillus terreus (SSP 1498) e Rhizopus oryzae (CCT 4964).
Neste trabalho, foi observado que o fungo R. oryzae possui enzimas alcool desidrogenases
que levaram ao enantidbmero oposto aquele produzido pelo fungo A. terreus.*®’

Desta forma, o primeiro estudo realizado neste projeto de doutorado foi a
biorreducdo das cetonas contendo boro 59a,b utilizando os fungos R. oryzae e A. terreus
como fonte de enzimas alcool desidrogenases (ADHs) e do cofator NAD(P)H. (Esquema
5.3).

OH
| X
_______ - P
: O\B/
O ' (\)
N A. terreus i (Sy-65a.b
| ou h
= ... Royzae |
O\B/ !
& 59a, 4-Bpin or
59b, 3'-Bpi .
, 3-Bpin : | N
L =
- O\B/
\
O  (R)-65a,b

Esquema 5.3. Proposta de sintese dos &lcoois (R)- ou (S)-65a,b através da reacdo de biorredugdo das cetonas
59a,b utilizando os fungos A. terreus e R. oryzae.

Uma vez que as cetonas 59a,b ndo se mostraram totalmente sollveis em meio
aquoso, avaliou-se também o uso de co-solventes nas reacdes de biorreducéo, visando
assim melhorar a solubilidade dos substratos no meio reacional.

Nos estudos anteriores realizados no laboratério foi observado que a concentragdo
ideal de co-solvente nas reacdes de biorreducéo era de 20% (v/v), e quando concentracdes
superiores de co-solvente eram empregadas, havia um decréscimo na conversdo das

cetonas aos respectivos alcoois.*®’
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A Tabela 5.1 mostra os resultados obtidos com a biorredugédo das cetonas 59a,b em

trés sistemas de solvente em periodo de 24 horas.

Tabela 5.1. Biorreducdo das cetonas contendo boro 59a,b mediada por ADHs presente nos fungos A. terreus e

R. oryzae.?
OH
X X
| A. terreus ou R. oryzae |
O\B/ Z > O’ =
\ tampao fosfato (pH 7,0) %
o) co-solvente 0O
24 h, 28°C

59a, 4'-Bpin (R)- ou (S)-65a,b

59b, 3'-Bpin
# fungo substrato co-solvente C. (%)b ee (%)°
1 A. terreus 59a - 15 66 (S)
2 A. terreus 59a glicerol 28 76 (S)
3 A. terreus 59a Hexano 12 79 (S)
4 A. terreus 59b - 5 -
5 A. terreus 59b glicerol 10 80 (S)
6 A. terreus 59b Hexano 0 -
7 R. oryzae 59a - 40 >99 (S)
8 R. oryzae 59a glicerol 43 >99 (S)
9 R. oryzae 59a hexano 0 -
10 R. oryzae 59b - 0 -
11 R. oryzae 59b glicerol 0 -
12 R. oryzae 59b hexano 0 -

 Condicbes reacionais: substrato (0,1 mmol), solvente [60 mL de tamp&o fosfato (pH

7,0) ou tamp#ao fosfato + co-solvente (20% v/v)], células de fungo (3g);

® Determinado por CLAE;

¢ Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

Nestes estudos foi observado que tanto o A.

terreus quanto o R. oryzae

proporcionaram a biorreducdo da cetona 59a (Tabela 5.1, linhas 1-3 e 7-9). Entretanto o

fungo R. oryzae foi o que proporcionou as melhores conversées e excelentes excessos

enantioméricos, ndo havendo diferenca nos resultados quando a reacdo ocorreu em apenas

solucdo tampdo ou quando realizada no sistema heterogénio hexano/ solucdo tampé&o

(linhas 7 e 8). Ao contrario do que se esperava, ambos os fungos levaram ao alcool (S)-65a

com a mesma configuragdo absoluta.

Nestes estudos foi possivel também notar influéncia da posicdo do grupamento

organoborbnico no anel aromético. O alcool 65b foi obtido com uma baixa converséo

guando empregado o fungo A. terreus, com 5% de converséo quando a reacao foi realizada

em solucdo tampédo, e 10% quando utilizado glicerol como co-solvente (linhas 4 e 5).
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Entretanto, foi observado um excesso enantiomérico similar aos observados para o alcool
65a (linha 5).

Ja quando foi empregado o fungo R. oryzae na biorreducdo da cetona 59b néo foi
observado a formacéo do alcool desejado 65b (linhas 10-12)

Com o objetivo de melhorar a conversdo da biorreducdo da cetona 59a, investigou-se
0 uso do 2-propanol, o qual seria utilizado tanto como regenerador de cofator, como co-
solvente na reacéo (Tabela 5.2).

Tabela 5.2. Efeito do 2-propanol na biorreducdo da cetona 59a mediada por ADHs presente nos fungos A.
terreus e R. oryzae.?

9 OH
A. terreus ou R. oryzae
/ tampao fosfato (pH 7) /
(0] 2-propanol (@)
59a 24 h, 28 °C (S)—GSa

# fungo substrato co-solvente C. (%)b ee (%)°
1 A. terreus 59a - 48 56
2 A. terreus 59a glicerol 40 >99
3 R. oryzae 59a - 69 >99
4 R. oryzae 59a glicerol 29 >99
5 A. terreus 59b - 0 -
6 A. terreus 59b glicerol 0 -
7 R. oryzae 59b - 0 -
8 R. oryzae 59b glicerol 0 -

& CondicBes reacionais: substrato 59a ou 59b (0,1 mmol, 24, 6 mg), 2-propanol (2 mL),
solvente [solugdo tampéo fosfato (50 mM, pH 7,0, 60 mL) ou solucdo tampao fosfato
(50 mM, pH 7,0 48 mL) e co-solvente (12 mL)], células de fungo (3Qg);

® Determinado por CLAE;

¢ Determinado por CLAE com fase estacionaria quiral;

Surpreendentemente, foram obtidos excelentes excessos enantioméricos para 0s
alcoois quirais nas reagbes em que glicerol foi utilizado como co-solvente. No entanto,
melhores conversdes foram obtidas quando a reacgdo foi realizada somente em tampé&o
fosfato (Tabela 5.2, linhas 1 e 3).

Como pode-se observar na Tabela 5.2 (linhas 5 a 8), ndo foi possivel observar a
formacéo do alcool 62b quando foi empregado o 2-propanol.

Embora tenha sido observada uma excelente enantiosseletividade nas reacdes de
biorreducdo, em que foi possivel observar principalmente a formag&o do &lcool (S)-65a em
excelente enantiosseletividade (ee >99%), os rendimentos apds a extragdo foram inferiores
a 7%.
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Este baixo rendimento pode ser explicado pela grande quantidade de massa celular
presente na reacdo. Uma possivel transesterificacdo do éster pinacolico com moléculas poli-
hidroxiladas presentes na massa celular, e assim poderia reter 0s compostos.

5.2.2. Biorreducdo de cetonas contendo boro mediada por enzimas isoladas de
Lactobacillus kefir e Thermoanerobium brockii

Embora tenha sido possivel observar a biorreducdo das cetonas 59a,b pelos fungos
A. terreus e R. oryzae, com excelente enantiosseletividade em alguns casos, o baixo
rendimento obtido para os produtos torna esta metodologia inviavel como uma forma de
sintese enantiosseletiva dos compostos 65a,b.

Desta forma, para evitar 0 uso de inteiras e assim, realizar a reacdo de biorreducéo
em meio reacional mais limpo, decidiu-se estudar a reacdo de biorreducdo empregando
enzimas alcool desidrogenases e cofatores.

Como as enzimas ADHs dos microorganismos previamente estudados ndo séo
disponiveis comercialmente, adquiriu-se duas enzimas ADHs que disponiveis
comercialmente. As enzimas selecionadas foram as ADHs de Lactobacillus kefir'® e
Thermoanerobium brockii (TBADH), ambas dependentes do cofator NADPH.

Estas ADHs sdo bastante estereosseletivas para vasta variedade de substratos,
englobando cetonas ciclicas, aromaticas e alifaticas. Além disso, sdo termoestaveis,
suportando temperaturas de até 85°C como no caso da ADH de T. brockii.

Devido a baixa solubilidade dos substratos no meio aquoso tamponado, nestes
estudos empregou-se 0 2-propanol como co-solvente. Adicionalmente, como ja mencionado,
0 2-propanol atuaria como co-substrato regenerando o cofator, e assim aumentando as

conversdes das reacdes de biorreducéo.

O OH
[ B
AF — =
O\B\ iy PRt S i > O\B\/
© 0
o ADH de A
64a, 4'-Bpi . j - -
T
T. brockii
A 3 L’
o) . T OH
e X
- J
co-produto co-substrato

Esquema 5.4. Proposta de sintese dos alcoois 65a,b através da biorredugdo enantiosseletiva das cetonas 59a,b
mediada pelas ADHs dos microorganismos L. kefir e de T. brockii com regeneragéo do cofator NADPH.
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Com o objetivo de analisar quantitativamente a conversao da reagéo de biorreducéo,
inicialmente, foram construidas curvas de calibragdo para as cetonas 59a,b e para os
alcoois (RS)-65a,b, utilizando como método de andlise a CLAE. Para a construcéo destas
curvas foram analisadas amostras contendo uma mistura dos compostos 59a e (RS)-65a ou
59b e (RS)-65b em uma mesma propor¢cdo molar. Para a construcéo da curva de calibragéo
foram injetados 10 pL de diferentes concentracdes destas misturas (10, 7, 5 e 2 mM) em
uma mistura de n-hexano e i-PrOH em uma proporcéo de 9:1. Foram construidas curvas de
calibracdo com base na area do pico obtida de cada amostra analisada. As curvas obtidas

sdo mostradas nas Figuras 5.2 e 5.3.

7000000 25000000

6000000 - 20000000 -

5000000 -

4000000 - 15000000 A

3000000 - 10000000 A

2000000 A

1000000 - 5000000

O T T T T T T T T T T T T T T O T T T T T T T T T T
0 5 10 15 0 5 10 15

y =563036x + 177258 y =2237209,26x +250589,66
r=0,9993 r=0,9982

Figura 5.2. Curvas de calibragdo (absorbancia versus concentragdo) obtidas nas analises da cetona 59a (grafico
A) e do &lcool (RS)-65a (gréfico B).

12000000 12000000

10000000 - 10000000 -

8000000 A 8000000 - L)

6000000 H 6000000 A

4000000 H 4000000 -

2000000 A 2000000 A

0 " 0 ————r :
0 5 10 15 0 5 10 15

y= 1116448,94x +226209,60 y=995123,50x + 240703,25
r=0,9976 r=0,3851

Figura 5.3. Curvas de calibragao (absorbancia versus concentracéo) obtidas nas andlises da cetona 59b (gréafico
A) e do alcool (RS)-65b (grafico B).

Para os estudos da reacéo de biorreducéo utilizando ADH de L. kefir utilizaram-se os
compostos 59a,b (0,05 mmol; 12,4 mg) em solugdo tampéo fosfato com pH 7,1. Como a

ADH de L. kefir é dependente de fons Mg?*, adicionou-se juntamente com a solucdo tamp&o
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o MgCl; (1 mM). Adicionou-se também 20% em volume de solvente orgéanico (i-PrOH), o
cofator (NADPH, 0,01mmol) e 0,01 mmol (8,3 mg) da &lcool desidrogenase de L. kefir.

Apbs 24 horas de reacédo, foi realizado o procedimento de extracdo, no qual foi
adicionado éter etilico, e ap0s a separacdo das fases por centrifugacéo foi retirada uma
aliquota que foi analisada por CLAE utilizando os compostos sintetizados anteriormente, 59a
e (RS)-65a, como padrao analitico.

Como pode-se observar na Figura 5.4 (cromatograma B) a ADH de L. kefir levou a
formacdo do &lcool 65a em excelente enantiosseletividade, e com excesso enantiomérico
>99%.

[CY NS

&4 G0
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- (R)-65a || fi
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[ [ 1 [ 1
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5] b 10 15
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Figura 5.4. Cromatograma obtido por andlise de CLAE da mistura dos compostos 59a e (RS)-65a
(cromatograma A), e o cromatograma obtido da andlise da reacéo de biorredugdo da cetona 59a mediada pela
ADH de L. kefir (cromatograma B).

Através das areas dos picos, foi calculado o valor da conversdo da reagdo de
biorreducao. O &lcool (R)-65a foi obtido com 29% de conversao.

J& para o substrato 59b, ndo foi observado a formagé&o do alcool desejado 65b, como
pode ser visto na Figura 5.5 (cromatograma B).  Além disto, observou-se o aparecimento

de dois sinais, os quais possuem tempos de retencdo diferentes daqueles apresentados
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pelo composto (RS)-65b. A estrutura quimica deste ou destes possiveis subprodutos nao

foram identificadas.

[N ST

59b'l'
so0
|
I (R)-65b
“. (S)-65b =
o j I‘-__ .I': !I\. . I _"’-' e
o 10 Z0 T
R R
500 59b"{
o . | lk_ - I .)I

o 10 To 30
il

Figura 5.5. Cromatograma obtido por andlise de CLAE da mistura dos compostos 59b e (RS)-65b
(cromatograma A), e o cromatograma obtido da analise da reacdo de biorreducdo da cetona 59b mediada pela
ADH de L. kefir (cromatograma B).

Para os estudos da reacao de biorreducgéo utilizando ADH de T. brockii utilizaram-se
os compostos 59a,b (0,05 mmol; 12,4 mg) em solucdo tampéo fosfato de pH 7,8 juntamente
com 20% em volume de solvente organico (i-PrOH), o cofator (NADPH, 0,01mmol) e 0,01
mmol (8,3 mg) da alcool desidrogenase de T. brockii.

Como pode-se observar nas Figura 5.6 e 5.6 (cromatograma B), a ADH de T. brockii
ndo favoreceu a biorreducdo das cetonas 59a,b, e novamente observa-se o aparecimento

de dois produtos desconhecidos na biorredug¢édo do composto 59b (Figura 5.7).
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(R»quﬁ

59a I.'.I | -(S)-65a

59a ||

Figura 5.6. Cromatograma obtido por andlise de CLAE da mistura dos compostos 59a e (RS)-65a
(cromatograma A), e o cromatograma obtido da analise da reagao de biorredugdo da cetona 59a mediada pela
ADH de T. brockii (cromatograma B).
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Figura 5.7. Cromatograma obtido por andlise de CLAE da mistura dos compostos 59b e (RS)-65b
(cromatograma A), e o cromatograma obtido da analise da reacao de biorreducdo da cetona 59b mediada pela
ADH de T. brockii (cromatograma B).
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Como a reacao de biorreducdo dos compostos 65a e 65b empregando a ADH de T.
brockii, ndo foi favorecida, decidiu-se avaliar a atividade desta enzima usando um substrato
ja descrito para esta enzima. Realizou-se a reacéo de biorreducao utilizando a 2-pentanona
(0,05 mmol; 5,28uL) em solucédo tampéo fosfato de pH 7,8 juntamente com 20% v/v de
solvente orgéanico (i-PrOH) e 0,01 mmol (8,3 mg) da alcool desidrogenase de T. brockii.

nwQ

O Alcool desidrogenase de H

)]\/\ Thermoanaerobium brockii /\/\
2-pentanona \ (S)-2-pentanol

NADPH NADP”*
0 N OH
)J\ Alcool desidrogenase de )\
Thermoanaerobium brockii

Esquema 5.5. Reacgéo de biorreducdo da 2-pentanona utilizando ADH de T. brockii e regeneracdo do cofator com 2-
propanol.

Através da analise por cromatografia gasosa observa-se que a cetona empregada foi
convertida totalmente no 2-pentanol, mostrando que a enzima estava ativa. A configuracao
absoluta do 2-pentanol nao foi determinada. Desta forma, pode-se afirmar que o0s

compostos 59a e 59b ndo se mostraram bons substratos para a ADH de T. brockii.

5.2.3. Biorreducdo de cetonas contendo boro mediada por ADHs isoladas de Ralstonia sp.,

Lactobacillus brevis e Rodococcus ruber

Como havia o interesse de um estudo mais completo sobre as reagbfes de
biorreducéo de cetonas contendo grupos organobordnicos e, devido a dificuldade de acesso
a ADHs de outros microorganismos, ou até mesmo ADHs modificadas geneticamente, foi
realizado um trabalho em colaboracdo com o laboratorio do Prof. Wolfgang Kroutil da
Universidade de Graz na Austria.

O laboratério do Prof. Kroutil é responsavel pela publicacdo de diversos estudos na
area de biocatalise especialmente em reacdes de biorreducdo com ADHs isoladas de
diferentes microorganismos, e que néo estdo disponiveis para comercializa¢éo.

Para este trabalho em colaboracdo, foram sintetizadas em nosso laboratorio
diferentes cetonas pré-quirais contendo boro e os respectivos alcoois na forma racémica
como mostrado na Figura 5.8. Além disso, realizou-se o desenvolvimento do método de

separacao dos enantibmeros para analise cromatografica quiral.
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Figura 5.8. Cetonas e &lcoois contendo boro utilizados como substratos em rea¢des de biorreducdo mediada por
enzimas ADHs.

A sintese das cetonas 59a,b e dos &lcoois 65a,b,g, e 65h ja havia sido realizada, e
os 4cidos borbnicos 66a,b sédo disponiveis comercialmente.

A cetona 59i foi obtida pela simples esterificagdo do acido 5-acetil-2-tiofenoborénico
(90) disponivel comercialmente, em um alto rendimento. O alcool correspondente (RS)-65i

foi obtido pela reducéo da carbonila com NaBH, com 88% de rendimento (Esquema 5.6).

]\ P|naco| /O\( NaBH4 (1,2 equiv) -
(HORB™ ™g ? T MeOH ? OH
© 65i, 88%

90 59i, 97% O0°Cata,4h

Esquema 5.6. Reacao de esterificacdo do acido 5-acetil-2-tiofenoborénico (90) com pinacol para a formacgéo da
cetona 59i, e posterior redugéo para a obtencdo do éster pinacolico do acido [5-(1-hidroxietil)tiofen-2-ilJborénico
(RS)-65i.
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Para a sintese dos alcoois 65j,1 inicialmente foi realizado através de uma reacéo de
Grignard a adigdo do brometo de vinilmagnésio aos bromo-benzaldeidos 91a,b, levando a
formacao dos &lcoois alilicos (RS)-92a,b com 84 e 71% de rendimento (Esquema 5.7). Na
sequéncia, sem a necessidade de proteger o grupo hidroxila, realizou-se uma reacéo de
troca bromo-litio seguido da adicdo do reagente de boro, o triisopropilborato, que apés
hidrélise e esterificagdo com pinacol levou aos compostos desejados (RS)-65j,1 com bons

rendimentos (Esquema 5.7).

> Mgbr OH 1. n-BuLi (2 equiv), OH
_ THF, -70 °C _
X H —mM8M X - X
| THF, -70°C | 2. B(-OPr); |
B F B F 3. HCI/ H,0 0~g~F

91a, 4-Br (RS)-92a, 84% 4. pinacol O (RS)-65), 71%
91b, 3-Br (RS)-92b, 71% (RS)-651, 69%

Esquema 5.7. Sintese dos ésteres pinacolicos dos acidos (4- e 3-(1-hidroxiallil)fenil)boronicos 65j,I.

Para a preparacao das cetonas 59e,f,j,| pensou-se em realizar o procedimento usual
de oxidacdo de alcoois o qual emprega reagentes de cromo como o piridinio cloro cromato
(PCC) e piridinio dicromato (PDC) como agentes oxidantes. Entretanto, para essas
transformacdes foi utilizado piridinio dicromato (PDC) como oxidante devido aos substratos
65e,j,l apresentarem duplas ligagbes em suas estruturas. Alcoois alilicos quando
submetidos a oxidacdo com PCC podem sofrer transposicdo oxidativa, levando a formacéao
de subprodutos que podem ser minimizados com o uso de PDC.**

As reacdes de oxidacdo dos alcoois 65e,f,j,| para suas respectivas cetonas estéo

representadas no Esquema 5.8.
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OH O

O\B/\)\ PDC (1,5 equiv) - o. /\)k

> B
é CH,Cly, 0°C ata., 4 h (’)
(RS)-65e 59e, 38%

OH O

PDC (1,5 equiv) M
O\B/\/\)\ > O\B

7 CH,Cly, 0°C ata., 12 h 7
O (rs)-65f O 59, 20%

OH 0
= PDC (1,5 equiv) =

o
O\B CH20|2, 0°Cata.,6h O\B
\

O 65j, 4-BPin O 59, 45%
651, 3-BPin 591, 47%

Esquema 5.8. Reacao de oxidacéo dos alcoois (RS)-65e,9,j,l.

As cetonas 59e,f,j,| foram obtidas em rendimentos abaixo do esperado. A cetona 59f
foi obtida com apenas 20% de rendimento. Em todos o0s casos, ao término da reacdo nao
era mais observado o reagente de partida.

As amostras foram enviadas ao laboratério do Prof. Kroutil, na qual foram
submetidas a biorreducdo mediada pelas ADHs isoladas dos microorganismos Ralstonia
sp., Lactobacillus brevis e a ADH recombinante de Rhodococcus ruber superexpressada em
Escherichia coli (ADH-A).*™

Cepas de Ralstonia sp. foram avaliadas pelo grupo do Prof. Kroutil, e observou-se
que esta possui enzimas ADH capazes de reduzir cetonas impedidas estericamente.*”*

A ADH de L. brevis é disponivel comercialmente, e tem sido empregada da reducao
de cetonas e cetoacidos com alta régio- e enantiosseletividade. Esta enzima tem uma
enantiopreferéncia ao isémero-(R).*"

A ADH-A presente na bactéria R. ruber foi empregada com sucesso na biorredugéo de

173-176

cetonas pelo grupo do Prof. Kroutil. A ADH-A mostrou-se altamente estavel na

177-178

presencga de solventes organicos, a forma recombinante e super-expressada em E. coli

mostrou-se mais seletiva que a enzima original (wild type).*”

Apos a realizagéo das reacgfes, as amostras foram analisadas e os resultados obtidos
sdo mostrados na Tabela 5.3

Como pode-se observar, o Unico substrato que reagiu na presenca da ADH de
Ralstonia sp. foi a cetona 59a, levando ao alcool (S)-65a com 5% de conversdo. Embora a

baixa converséo, o alcool (S)-65a foi obtido com um excelente excesso enantiomérico (ee
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>99%). A ADH de L. brevis também levou a formagéo do &lcool (R)-65a com uma baixa
conversao (13%), porém levando ao enantibmero oposto com excelente ee (ee >99%). Mas
o melhor resultado observado foi a biorredu¢cédo mediada pela ADH-A, no qual o alcool (S)-
65a foi obtido com uma conversao de 89% e também com excelente ee (ee >99%).

Como pode-se observar nos demais resultados da Tabela 5.3, a ADH-A foi a ADH
que levou aos melhores resultados quanto a conversdo, levando aos alcoois de
configuracdo-(S) com ee >99%.

Um resultado interessante é a conversdo das cetonas 59a e 59b as quais contem o
grupo acido bordnico. Os respectivos alcoois foram obtidos com conversées de 30% e 39%
respectivamente. Podendo considerar que as cetonas contendo o grupamento acido
borbnico na molécula poderia ocasionar um efeito de inibicdo enzimatica, estes resultados
podem ser considerados excelentes.

As cetonas o.B-insaturadas 59f,g, contendo uma dupla ligacdo terminal, ndo se
mostraram bons substratos para nenhuma das trés ADH avaliadas, e nao foi observada a
formacdao dos respectivos alcoois 65f,g.

Da série de compostos avaliados, os melhores substratos foram a cetona a,B-
insaturada 59h, e a cetona alifatica 59i. A ADH-A mediou a formacdo dos respectivos
produtos, os alcoois (S)-65h,i com excelentes conversées, em que o alcool (S)-65h foi

obtido com uma converséo >99%. Ja o alcool (S)-65i foi obtido com 92% de conversao.
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# substrato ADH produto
c (%)° ee (%)°
1 (o] Ralstonia sp 5 >99 (S)
Q)\ L. brevis 13 >99 (R)
Pin® ADH-A 89 >99 (S
59a ) )
2 o) Ralstonia sp 0 -
©)\ L. brevis 0 -
Bpin ADH-A 67 >99 (S)
59b
3 o Ralstonia sp 0 -
O)‘\ L. brevis 10 >99 (R)
(HO),B
66a ADH-A 30 >99 (S)
4 0 Ralstonia sp 0 -
Q)k L. brevis 0 -
B(OH), ADH-A 39 >99 (S)
66b
5 /@\( Ralstonia sp 0 -
pinB S
o L. brevis 0 -
59i
ADH-A 43 >99(S)
6 o] Ralstonia sp 0 -
=
L. brevis 0 -
pinB
59] ADH-A 0 -
7 o] Ralstonia sp 0 -
=
L. brevis 0 -
Bpin ADH-A 0 -
59
8 o Ralstonia sp 0 -
pinB L. brevis 0 -
59%e
ADH-A >99 >99 (S)
9 /\/\)?\ Ralstonia sp 0 -
pinB L. brevis 14 >99 (R)
59f
ADH-A 92 >99 (S)

# Condicdes reacionais: substrato (50 mM), 2-PrOH (200 pM), solucdo tamp&o fosfato (50 mM, pH 7,5),
NADPH (1 mM para a ADH de L. brevis), NADH (1 mM para a ADH-A ), ADH-LB (300 puL, extrato cru),

ADH-A (150 pL, precipitado térmico), 24 h, 30 °C, 120 rpm.

® Determinado por cromatografia gasosa.

¢ Determinado por analise em CLAE com fase estacionaria quiral.
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Com estes resultados, pode-se ver que € possivel realizar uma reacdo de
biorreducdo de cetonas contendo boro, levando a formac¢do dos correspondentes alcoois
com excelente enantiosseletividade. Como pode-se observar neste estudo, a atividade das
enzimas ADH avaliadas foi bastante influenciada pela estrutura do substrato, o que significa
gue a presenca do grupamento organoborénico ndo seja um fator crucial para a atividade
das ADHs.
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6. ldentificacdo estrutural dos compostos de boro sintetizados
neste estudo

6.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e **C

A estrutura quimica dos alcoois, aminas e cetonas contendo boro sintetizados foram
facilmente confirmadas por espectroscopia de ressonancia magnética (RMN) de 'H e *3C.
Como se trata de compostos estruturalmente simples, foi possivel fazer o assinalamento dos
hidrogénios, bem como dos carbonos das moléculas sem a necessidade de técnicas de
RMN bidimensionais.

Utilizando como exemplo o &lcool 65a, através do espectro de RMN de 'H (Figura
6.1), pode-se observar em 1,13 ppm um singleto intenso referente aos 12 hidrogénios dos
grupos metilas do grupamento éster bordnico. Em 1,47 ppm encontra-se um dubleto, com
uma constante de acoplamento (J) de 6,4 Hz, referente ao grupamento metila. O hidrogénio
ligado ao carbono assimétrico apresenta-se como um quadrupleto em 4,90 ppm com uma
constante de acoplamento de 6,4 Hz. Em 7,37 e 7,79 ppm encontram-se 0s sinais referentes
aos hidrogénios ligados ao anel aromatico, que apresentam-se como dois dubletos com uma

constante de acoplamento de 8,0 Hz, e integral relativa a dois hidrogénios para cada sinal.

STANDARD 1H OBSERVE
expl stdlh
SAMPLE DEC. &

. & VT
date Dec 3 2007 dfrg 199.973
solvent CDC13  d H1
i

\—1.462

Te exp
ACQUISITION dm nnn
sfrq 199.

c
1 dmf 7100

at 4.000 PROCESSING OH

np 24000 wtfile

sw 3000.3 proc ft

500 fn not used

pw 5.0 werr
d1 1.000 wexp
tof 0 wbs
nt 16 wnt

O~m

65a

@
<
~

1.4%94

T€
NG
3
3

SO
Na
as

3
o
2
B
°
E
_1.999

—4.914
\4.882
0.000

-4.947
4.850

Figura 6.1. Espectro de RMN de *H do composto 65a (200 MHz, CDCls).
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Com relacdo aos espectros de RMN de '*C de compostos organicos de boro é
interessante salientar a auséncia do sinal referente ao carbono ligado diretamente ao atomo
de boro, como pode-se observar no espectro de RMN de *C do composto 65a (Figura 6.2).
Para o alcool 65a seria esperada a presenca de 8 sinais, porém sdo observados apenas 7

sinais.

exp3 stdi3c

SAMPLE DEC. & VT

date Dec 3 2007 dfrgq 199,973

solvent CDC13 dn H1

file sdatasalunos/~ dhp 0.5

vnmrsys/data/barce~ dof 0
1108025. m

fid d yyy
ACQUISITION dmm w
sfrq 50.288 dmf 7100
tn Cc13 PROCESSING S
at 1.311 b 1.00 -3
np 32768 wtfile -
sw 12500.0 proc ft H
fb 7500 fn not used
bs 16
pw 9.5 werr
d1 1.689 wexp
tof 0 wbs
nt 1e+06 wnt
ct 2128
alock
gain not used
S
11 n
in n
dp y
DISPLAY _
” -160.4 C-8
wp 10255.3
vs 106 H C-8
we 240 2
we ]
hzmm 42.73 ] =
is 500.00 - o
rfl 5237.9 -
rfp 3881.9 B
th
ins 100.000
m
»
~
C-5 RS g
N H' - Q
C-4 pc
3 S
=
]
2
: i
'
[
: C-1
|
|
J _ " —_ N L o n "
sty = ettt IVPRRSVOTRSR— e r————————re
T T . e - S AT S o=
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 6.2. Espectro de RMN de **C do composto 65a (50 MHz, CDCls).

Este fato ocorre devido & natureza quadrupolar de ambos os is6topos de boro (*'B
com 80,1 % em abundancia, | = 3/2 e °B com 19,9 % em abundancia, | = 3). Portanto, o
formato do sinal do atomo de carbono ligado diretamente ao boro estd fortemente
relacionado a velocidade de relaxagdo quadrupolar do 4tomo de boro, o que leva a uma
drastica reducéo na intensidade do sinal, e devido & pequena abundancia natural do *C
(1,11%), um grande nimero de pulsos sdo necessarios para obter o sinal do carbono ligado

ao atomo de boro com razoéavel relacéo sinal/ruido.*"
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6.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'B

Na natureza encontram-se dois is6topos estaveis de boro, o B e o '°B com
abundancia natural de 80,1% e 19,9% respectivamente. Ambos 0s isGtopos possuem
momento magnético, e assim exibem absor¢do caracteristica na técnica de RMN.

Entretanto o 'B é o melhor nicleo para se detectar por RMN, n&o sé pela abundancia
que leva a um sinal mais intenso, mas também pelo maior momento magnético o que leva a
uma melhor relac&o sinal/ ruido, e pelo valor do spin (I) magnético. O ntcleo do B possui
spin 3/2 enquanto o '°B possui spin 3. Assim, o is6topo °B possui um maior momento de
guadrupolo, o que leva a diminuicdo na velocidade de relaxacdo quadrupolar diminuindo a
intensidade do sinal.*®

Os deslocamentos quimicos reportados séo relativos ao BF;.OEt, (0,00 ppm) que é o
composto padrédo utilizado nesta técnica. Porém, devido a reatividade deste composto, o
aparelho é calibrado previamente com uma amostra do padrdao de BF;.OEt, (15% em
volume de BF;.OEt, em CDCl;)."®" O sinal referente & absorcéo do atomo de B do padrdo

BF;.OEt, é mostrado na Figura 6.3.

axp3d  B11
SMELE SPRCIAL
date Mar 11 2009 temp 1.0
solvent a2s  gain ©
file /homs/voarl/v- spin 20
marsys/data/CA/Mar~ hat 0.008
0%/BoroPadraci1030~ pwo 13.000
9.f14 alfa 10.000
ACQUISITION TLAGS
-~ 21169.6 41 a e
at 0.378 in s H
op 16000 dp ¥ e
o 12000 ha o
ba 16 PROCESSING
s 2 m 10.00
a1 0.100 fn 32168
nt 1024 DISPLAY
et 24 wp -9398.3
TRANSMITTER wp 21168.3
Bl1 Efl 9389.6
96.238 rtp [
. 2903.8 =p -155.6 e
4 1p -495.6
13.000 rLoT
DECOUPLER we 288
e
v
Y
as

IO
B

L L I B e B B L B e T T TrT ML L B R I L B B B B B B B

100 80 60 40 20 0 =20 =40 -60 -80 PPR

Figura 6.3. Espectro de RMN de B (96 MHz) do padr&o externo BF3.OFEt, (15% em CDCls).

Todos os compostos contendo boro que foram sintetizados neste trabalho foram
também analisados por esta técnica. Embora a janela espectral dos compostos de boro seja
bastante ampla (-90 a 120 ppm), os seus deslocamentos quimicos sdo bastante
semelhantes entre uma mesma classe de compostos. Isto foi observado nas andlises

realizadas, no qual todos os compostos sintetizados, com excec¢do dos &cidos borbnicos
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659,h, sdo ésteres borbnicos, seja formado a partir do pinacol ou do neopentilglicol. Os
deslocamentos quimicos destes compostos ficaram entre 26 a 34 ppm, no qual observa-se
uma pequena variacdo no deslocamento quimico dependendo do éster borénico ou do
grupo funcional ligado ao atomo de boro. A posicao do atomo de boro no anel aroméatico
também ndo leva a uma diferenca significativa no deslocamento quimico. Estas
constatacbes podem ser observadas nas Figuras 6.4 e 6.5, que mostram apenas 0 Unico

sinal referente ao is6topo de B das amostras exemplificadas.

30.878
30.918

OH

i f
" i
l )@A i
I O~ [ 65b

LI LA L L L L L

60 40 20 0 -20

LI L L TTT T

60 40 20 0 -2(
(A) (B)
Figura 6.4. Espectro de RMN de g (96 MHz, CDCls) dos compostos 65a (30,878 ppm, espectro A) e 65b
(30,918, espectro B) mostrando a pequena variagdo do deslocamento quimico.

26.796
26.783

OH

LI L L L L

60 40 20 0 -20

L JNLEL I L L L L L L

60 40 20 0 -20
(A) (B)
Figura 6.5. Espectro de RMN de B (96 MHz, CDCls) dos compostos 65c (26,796 ppm, espectro A) e 65d
(26,783, espectro B).
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6.3. Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho
A ligagdo B-O presente em ésteres borbnicos € caracterizada por uma forte
deformacéo axial, absorvendo entre 1380-1310 cm™, enquanto que a deformacéo axial da
ligacdo O-H das hidroxilas presente no &acido borénico absorvem em 3300-3200 cm™. A
técnica de espectroscopia de absorcao no infravermelho é particularmente utilizada para se
observar a formacgéo de anidridos bordnicos a partir do acido borénico. Com a formacgéo de
anidridos, o estiramento da ligacdo O-H desaparece e uma nova e intensa absorcao
aparece entre 680-705 cm™.”
No espectro de absor¢do na regido do infravermelho do composto 65a (Figura 6.6), €
possivel identificar uma banda intensa da absorcdo correspondente ao estiramento da
ligacdo B-O do grupamento éster bordnico (1362 cm™). Adicionalmente em 3330 cm™

encontra-se a banda referente ao estiramento da ligagdo O-H do grupamento hidroxila.

1S/ 14:39 LABORATORIO INFRAVERMELHO - CENTRAL ANALITICA SOMER METED
Arquivo= 29155 Modo = 2 (MidIR)

Apod = Cosine
Scans =20 Res=4cm-1 21 scans/min

Descrigdo: TO2-a

5182
Erddie

7999,
901G,
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15001
. BFE'T96

608265
HEC bt

LTI

£48'65E

G119%

29FrLL
£6'EBH
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Transmittance f'Wavenumber (crm-13

Figura 6.6. Espectro de absorgao no infravermelho do composto 65a.
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7. Conclusodes

Neste trabalho, foi mostrada a viabilidade do uso de reacBes enzimaticas para a
preparacdo de compostos opticamente ativos contendo boro. Ja nos primeiros estudos
realizados durante este trabalho, com a resolugdo cinética enzimética dos alcoois
secundarios quirais contendo boro, foi possivel mostrar que apesar de compostos de boro
serem até entdo conhecidos como inibidores enzimaticos, nas condicbes adequadas, é
possivel realizar a reacado de acilacdo com excelente enantiosseletividade (E > 200).

Embora apenas seis diferentes substratos tenham sido avaliados neste estudo, a
variagdo estrutural destes substratos mostra a abrangéncia da metodologia, e assim,
podendo ser aplicada para outros substratos.

Porém, a natureza do grupo organoborbnico pode influenciar na conversdo da
reacdo, como foi constatado na reacdo de RCE dos alcoois contendo o grupo acido
borénico. Nesse caso, embora o produto da reacdo tenha sido obtido com excelente
enantiosseletividade (ee >99%), foram observadas baixas conversdes na formacédo do
produto acetilado.

Com relacdo as reacbes de resolucdo cinética quimio-enzimaticas, empregando
complexos de ruténio, foram necessarios transpor algumas barreiras relacionadas a
compatibilidade dos complexos de ruténio avaliados. A baixa estabilidade destes complexos
na presenca da lipase ndo é explicitamente reportada na literatura e, portanto, foi necessario
avaliar sistematicamente e encontrar uma solucédo para este problema. Com a substituicdo
do Na,CO; utilizado como base por K;PO, foi possivel obter o produto acetilado mantendo a
excelente enantiosseletividade, e com rendimentos moderados.

Em relacdo aos estudos de RCE de aminas contendo o grupamento éster
pinacolilborbnico, embora tenham sido obtidos excelentes resultados quanto a
enantiosseletividade da reacéo (E >200) e uma boa conversdo na obtencédo dos produtos
acilados (até 45%), foi observada uma possivel inibicdo acarretada pelo produto da reagéo,
impedindo a completa conversao da RCE (50%).

Os estudos visando a biorreducé@o de cetonas pré-quirais contendo boro mostraram
gue também é possivel realizar esta biotransformacdo. Tanto os experimentos realizados
em nosso laboratorio, quanto em colaboracdo com o laboratério do Prof. W. Kroutil
mostraram que ambos os enantibmeros dos alcoois contendo boro podem ser obtidos,
dependendo da enzima alcool desidrogenase empregada.

Como concluséo final deste trabalho, pode-se dizer que este foi 0 primeiro estudo em
gue compostos de boro foram empregados como substratos biotransformacdes. Estes

estudos sdo importantes, ndo somente por mostrar que compostos contendo o atomo de
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boro podem ser substratos adequados as reacBes enzimaticas, mas também ser a base
para estudos envolvendo outras reagdes de biotransformacédo, fornecendo compostos de
boro que podem também ser utilizados como blocos de construcdo para a sintese de

moléculas mais complexas.
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8. Parte experimental

8.1. Materiais e instrumentacdo analitica

Os reagentes obtidos comercialmente foram utilizados sem prévia purificacdo e as
enzimas mantidas a uma temperatura de 4 °C. Nas reac¢des enzimaticas foram utilizados
solventes grau HPLC e os solventes THF e tolueno foram utilizados apés tratamento com
fios de sddio sob refluxo e atmosfera de nitrogénio, utilizando benzofenona como indicador
de auséncia de agua e oxigénio. O diclorometano anidro foi obtido pelo tratamento com
CaH, e mantido sob peneira molecular (4A).'*?

As analises cromatograficas em camada delgada foram realizadas empregando-se
cromatofolhas de silica gel 60 Fys4 da marca Merck®, as quais foram revelas sob luz
ultravioleta (A = 254), solu¢do de vanilina em uma mistura de &cido sulftrico/etanol (6%
vanilina m/v, 4% &c. sulftrico e 10% de agua, v/v) ou solucdo de p-anisaldeido e iodo. As
purificacdes por cromatografia em coluna foram realizadas utilizando silica gel da marca
Acros Organics® (0,035-0,070 mm).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C foram obtidos em um
espectrémetro Varian Gemini 200 (*H, 200 MHz; **C, 50 MHz) ou no espectrémetro Bruker
DRX 500 (*H, 500 MHz; °C, 125 MHz), pertencente ao Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear da Central Analitica do Instituto de Quimica da USP, Sdo Paulo. Os
espectros foram obtidos em CDCls;, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrédo interno
para os espectros de RMN de *H. Para os espectros de RMN de **C foi usado como padréo
interno o pico central do tripleto do CDCl;, que foi ajustado para 77,23 ppm. Os
deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). A multiplicidade dos sinais observados esta indicada pelas
seguintes abreviaturas: s = singleto, sl = singleto largo, d = dubleto, dd = duplo dubleto, t=
tripleto, g = quadrupleto, quint = quintupleto, sext = sextupleto e m = multipleto.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de ''B foram obtidos em um
espectrdmetro Varian Inova 300 (*H, 300 MHz; ''B, 96 MHz) utilizando BF;.OEt, como
padrdo externo (0.00 ppm).

Os espectros de absorcao no infravermelho foram obtidos em um intervalo de 4000 —
600 cm™, na forma de filme liquido ou pastilha de KBr, utilizando um espectrofotdmetro da
marca Bomen Michelson - 101, com transformada de Fourier e calibragdo interna,
pertencente a Central analitica do Instituto de Quimica da USP.

Os espectros de massas de alta resolucdo (EMAR) foram obtidos a partir de um

aparelho Bruker Daltonics MicroTOF, com detector ESI-TOF (electron spray ionization — time
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of flight) operando em modo positivo. Essas andlises foram realizadas pela Central Analitica
do Instituto de Quimica da USP.

Os espectros de massas de baixa resolucdo (EM) foram obtidos a partir de um
cromatografo gasoso acoplado a um espectdometro de massa (CG-EM) Shimadzu QP5050A,
com o potencial de ioniza¢do operando em 70 eV, pertencente ao laboratorio do Prof. Jodo
Valdir Comasseto.

Os valores de rotagdo especifica foram medidos em um polarimetro Perkin Elmer-
343. Os valores descritos séo referentes a linha de Na (A = 589,3 nm), utilizando uma cubeta
de 1 dm, sendo que a concentracao (c) foi estabelecida em g/100 mL.

Os valores de ponto de fusdo (pf.) foram determinados em um aparelho da marca
Buchi®, modelo B-545 nao aferido.

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a medida dos
excessos enantioméricos foram realizadas em cromatografo liqguido da marca Shimadzu,
modelo LC-10AD, equipado com detector de ultravioleta. Foi utilizado como eluente a
mistura de n-hexano e isopropanol em diferentes proporc¢des. Foram utilizadas colunas com
fase estacionaria quiral, Chiralcel OJ-H, Chiralcel OD e Chiralcel OD-H da marca Daicel®.

As anadlises de cromatografia gasosa (CG) para a medida dos excessos
enantioméricos foram realizadas em um cromatégrafo Shimadzu 17-A, equipado com injetor
automatico e detector de ionizacdo de chama (FID), utilizando uma coluna quiral Varian CP-
Chirasil-DEX CB B-ciclodextrin (25 m x 0.32 mm x 0.25um). Temperatura do detector e do
injetor = 220 ° C; fluxo o gas de arraste (H,) = 100 kPa.
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8.2. Procedimentos experimentais

8.2.1. Procedimento geral para a esterificacdo do grupamento acido bordnico dos acidos

borbnicos 66a,b e 90

(@]
Método A *
ou
| = Método B _ | N
AL SAF
(HO).B X,B

66a, 4'-B(OH), 59a, BX, = 4-Bpin
66b, 3-B(OH), 59b, BX, = 3-Bpin

59¢, BX, = 4'-Bneop
59a, BX, = 3'-Bneop
Método A: Em um baldo de 50 mL, contendo o &cido acetil-fenilboronico 66 (6,0
mmol; 983 mg), pinacol (6,2 mmol, 732 mg) e acetato de etila (30 mL) foi adicionado MgSO,
(3,75 g). A mistura reacional foi sob agitacdo magnética e formagcdo do produto foi
acompanhada por CCD. Apos 4 horas de reacdo a mistura reacional foi filtrada e o solvente
evaporado sob pressao reduzida. O produto final foi purificado em coluna cromatografica de
silica gel, utilizando-se uma mistura de hexano e acetato de etila (8:2) como eluente.
Método B: Em um baldo de 50 mL, contendo THF anidro (30 mL), foram adicionados
0 acido borénico 66a,b ou 90 (6,0 mmol; 983 mg) e o apropriado diol (6 mmol). A solucéo
resultante foi evaporada sob pressao reduzida a 40 °C. Este procedimento foi repetido (3
vezes) até a analise por CCD indicar a o consumo completo dos reagentes. O produto final
foi filtrado utilizando uma pequena coluna de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e

acetato de etila (8:2) como eluente.

1-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etanona (59a)®®

Obtido como um sélido branco (p.f.: 66,3 — 67,7 °C), com 98% de rendimento (1,447 Q).
RMN de *H (200 MHz, CDCls) § = 1,36 (s, 12H), 2,61 (s, 3H), 7,92 (s, 4H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls) & = 24,81, 26,69, 84,16, 127,22, 134,87, 138,95, 198,37,
RMN de B (96 MHz, CDCls) & = 30.59.

IV-TF (KBI): vimax = 2986, 1661, 1509, 1398, 1358, 1267, 1142, 1092,959, 857, 830, 654 cm™.
CG-EM [m/z (%)] = 246(2, M"), 231(15), 160(16), 147(48), 131(17), 85(16), 77(15), 42(100).

1-[3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etanona (59b)*%*

Obtido como um sélido branco (p.f.: 50,7 — 52,5 °C), com 99% de rendimento (1,461 g).

RMN de *H (200 MHz, CHCI3) & = 1,36 (s, 12H), 2,63 (s, 3H), 7,47 (t, J = 7,4Hz, 1H), 7,97 —
8,09 (m, 2H), 8,36 (s, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCls) 8 = 25,07, 26,92, 84,34, 130,94, 134,99, 136,72, 139,58,
142,62, 198,56.
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RMN de "B (96 MHz, CDCl;) & = 30,69.

IV-TF (KBI): vmax = 2967, 1685, 1596, 1357, 1322, 1250, 1149, 959, 862, 702, 593 cm™.
CG-EM [m/z (%)] = 246 (15) [M"], 231(100), 203(42), 185(14), 160(4), 147(55), 131(12),
85(7), 77(4).

1-[4-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etanona (59c)*®*

Obtido como um solido branco (p.f.: 89,2 — 90,7 °C, Lit, 88 °C), com 97% de rendimento
(1,351 g).

RMN de *H (200 MHz, CHCl3) & = 1,03 (s, 6H), 2,61 (s, 3H), 3,78 (s, 4H), 7,90 (s, 4H).

RMN de **C (50 MHz, CDCl;) & = 23,63, 26,86, 33,06, 72,55, 127,60, 134,40, 138,77,
198,77.

RMN de B (96 MHz, CDCls) & = 26,54

IV-TF (KBI): vmax = 2962, 1678, 1477, 1250, 1133, 835, 694, 644 cm’™.

CG-EM [m/z (%)] = 232(20, M"), 217(100), 189(6), 147(10), 121(15), 103(12), 77(11), 69(27).

1-[3-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etanona (59d)*°

Obtido como um solido branco (p.f.: 56,7 — 57,5 °C), com 96% de rendimento (1,337 g).
RMN de *H (200 MHz, CHCIl5) 8 = 1,03 (s, 6H), 2,63 (s, 3H), 3,78 (s, 4H), 7,44 (t, J = 7,2 Hz,
1H), 8,01 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 8,37 (s, 1H).

RMN de **C (50 MHz, CDCls) & = 22,17, 26,97, 32,08, 72,52, 128,03, 130,58, 134,42,
136,56, 138,91, 198,81.

RMN de 'B (96 MHz, CDCl;) & = 26,63.

IV-TF (KBI): vmax = 2971, 1677, 1484, 1426, 1255, 1136, 811, 700, 595 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 232(10, M"), 217(100), 189(2), 147(7), 121(13), 102(7), 77(8), 69(30).

1-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)tiofen-2-il)etanona (59i)

Obtido como um sélido branco (p.f.: 67,9 — 68,8 °C), com 97% de rendimento (1,221 Q).
RMN de 'H (200 MHz, CHCI3) & = 1,35 (s, 12H), 2,58 (s, 3H ), 7,58 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,73
(d, J = 3,8 Hz, 1H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): & = 24,86, 27,56, 84,77, 132,81, 137,39, 149,62, 190,71.

RMN de B (96 MHz, CDCls) & = 28,90

EMAR [ESI (+)]: Calculado para C1,H;7,BOsSNa [M + Na]": 275,0889; encontrado: 275,0885.
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8.2.2. Procedimento geral para reacdo de reducdo dos ésteres acetil-fenilborbénicos 59a-d

@) OH
| AN NaBH,4, MeOH _ | N
SAF 4h,0°C a ta. SAF
XoB X2B
59a, BX, = 4'-Bpin 65a, 98%
59b, BX, = 3'-Bpin 65b, 98%
59c¢, BX, = 4'-Bneop 65c, 48%
59d, BX, = 3'-Bneop 65d, 54%

Em um baldo de 100 mL, foi adicionado o éster borénico 59 (4 mmol) e metanol (10
mL). A solucao foi resfriada a 0 °C e apés foi adicionado lentamente NaBH, (4,8 mmol; 182
mg). A mistura reacional foi mantida a 0 °C por 30 min. e mais 4 horas a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi novamente esfriada a 0 °C e tratada com uma solugéo
aguosa de HCI (1 M) até pH 7. A fase organica foi extraida com acetato de etila (3x 10 mL),
seco com MgSQO, anidro e o solvente evaporado sob presséo reduzida. O produto desejado
foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando hexano e acetato de etila

(8:2) como eluente.

1-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etanol (65a)

Obtido como um sélido branco (p.f.: 79,6 — 81,2 °C), com 98% de rendimento (972 mg).
RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & = 1,33 (s, 12H), 1,47 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 1,99 (s, 1H), 4,90
(9, J = 6,4 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,79 (d, J = 8,0 Hz, 2H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl,): & = 25,0, 25,33, 70,53, 83,95, 124,83, 135,20, 149,16.

RMN de B (96 MHz, CDCl;) & = 30,87.

IV-TF (KBI): vmax = 3330, 2978, 1516, 1362, 1323, 1144, 1093, 859, 661 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 248(7) [M'], 233(100), 165(35), 149(67), 133(28), 101(24), 84(28).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Cy14H,;BOsNa [M + Na]™: 271,1481; encontrado: 271,1474.

1-[3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etanol (65b)

Obtido como um 6leo incolor, com 98% de rendimento (972 mg).

RMN de 'H (200 MHz, CHCls) & = 1,34 (s, 12H), 1,49 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 2,00 (br, 1H), 4,91
(9, J = 6,4 Hz, 1H), 7,36 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,49 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,72 (d, J = 7,6 Hz, 1H)
7,92 (s, 1H).

RMN de ¥C (50 MHz, CDCly): & = 25,00, 25,30, 70,47, 83,98, 128,10, 128,48, 131,93,
134,07, 145,30.

RMN de B (96 MHz, CDCl;) & = 30,91.

IV-TF (filme) vimax = 3232, 2978, 1358, 1200, 1144, 864, 710 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 248(6) [M*], 233(100), 165(31), 149(39), 133(27), 101(27), 84(24).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Ci4H,;BO3Na [M + Na]": 271,1481, encontrado: 271,1472.
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1-[4-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etanol (65c)

Obtido como um sélido branco (p.f.: 61,2 — 63,5 °C), com 48% de rendimento (449 mg).
RMN de *H (200 MHz, CDCl3) & = 1,01 (s, 6H), 1,47 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 2,01 (br, 1H), 3,75
(s, 4H), 4,88 (q, J = 6,4 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,78 (d, J = 7,8 Hz, 2H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): & = 22,07, 25,27, 32,05, 70,61, 72,48, 124,75, 134,31, 148,50.
RMN de B (96 MHz, CDCls) & = 26,79.

IV-TF (KBr): vmax = 3289, 2974, 1609, 1479, 1425, 1316, 1249, 1133, 1091, 834, 647 cm™.
CG-EM [m/z (%)] = 234(10) [M™], 219(100), 133(15), 104(52), 91(29), 77(13), 69(56).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Cy3H10BO3Na [M + Na]*: 257,1325; encontrado: 257,1319

1-[3-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etanol (65d)

Obtido como um sélido branco (p.f.: 88,0 — 89,0 °C), com 54% de rendimento (505 mg).
RMN de *H (200 MHz, CHCI3) § = 1,01 (s, 6H), 1,49 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 2,02 (s, 1H), 3,76 (s,
4H), 4,88 (g, J = 6,4 Hz, 1H), 7,29 — 7,49 (m, 2H), 7,68 — 7,78 (m, 2H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCl,): & = 22,07, 25,26, 32,04, 70,72, 72,48, 127,94, 128,00, 131,02,
133,23, 145,05.

RMN de *'B (96 MHz, CDCls) & = 26,78.

IV-TF (KBr) vmax = 3409, 2971, 1601, 1485, 1428, 1310, 1251, 1195, 1129, 1086, 1007, 813,
711 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 234(3) [M'], 219(38), 133(23), 104(65), 91(37), 77(20), 69(70).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para C13H10BO3Na [M + Na]*: 257,1325; encontrado: 257,13109.

1-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)tiofen-2-il)etanol (65i)

Obtido como um 6leo incolor, com 88% de rendimento (671 mg).

RMN de 'H (200 MHz, CHCI5) & = 1,33 (s, 12H), 1,59 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 5,15 (m, 1H), 7,05
(dd, J =3,6 € 0,8 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 3,6 Hz, 1H).

RMN de *3C (125 MHz, CDCly): & = 24,92, 25,59, 66,43, 84,27, 124,82, 137,36, 157,58.

RMN de B (96 MHz, CDCls) & = 29,00.

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Cy;H16BOsSNa [M + Na]*: 277,1432; encontrado: 277,1435
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8.2.3. Procedimento geral para a reacéo de acetilacdo dos alcoois contendo boro 65a-d**
OH OAc
ACzo
| X NBS (10 mol%) | N
= o =
XzB/ CH,Cl,, 12h, rt XzB/

65a, BX, = 4'-Bpin 72a, 96%
65b, BX; = 3'-Bpin 72b, 97%
65¢c, BX, = 4'-Bneop 72c, 95%
65d, BX, = 3'-Bneop 72d, 96%

Em um baldo de 50 mL, duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foram adicionados
0 alcool apropriado 65 (0,5 mmol), N-bromosuccinimida (50 umol; 8,8 mg), diclorometano (3
mL) e o anidrido acético (1 mmol; 100 pL). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por 12 h. Apds este periodo, foi adicionado diclorometano (10 mL) e a
solucédo resultante foi lavada com agua (2 x 2 mL) e uma solucdo aquosa a 5% de NaHCO;
(1 x 2 mL). A fase organica foi seca com MgSO, anidro, e o solvente evaporado sob presséo
reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando

hexano e acetato de etila (9:1) como eluente.

Etanoato de 1-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etila (72a)

Obtido como um sélido branco (p.f.: 82,7 — 83,7 °C), com 96% de rendimento (139 mg).
RMN de *H (200 MHz, CDCls) & = 1,33 (s, 12H), 1,52 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 2,07 (s, 3H), 5,88
(9, J = 6,6 Hz,1H), 7,35 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,80 (d, J = 7,8 Hz, 2H).

RMN de *C (50 MHz, CDCls): 5 = 21,46, 22,36, 25,00, 72,43, 83,96, 125,48, 135,19, 144,93,
170,42.

RMN de B (96 MHz, CDCl;) & = 30,81.

IV-TF (KBF) vimax = 2984, 1750, 1359, 1233, 1140, 1090, 1019, 855, 654 cm™,

CG-EM [m/z (%)] = 290(2) [M*], 275(2), 248(17), 231(5), 215(7), 165(15), 144(46), 131(56),
105(18), 83(42), 58(37), 42(100).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para CisH23BOsNa [M + Na]*: 313,1587; encontrado: 313,1578.

Etanoato de 1-[3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etila (72b)

Obtido como um 6leo incolor, com 97% de rendimento (140 mg).

RMN de *H (200 MHz, CDCls) & = 1,34 (s, 12H), 1,53 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 2,06 (s, 3H), 5,89
(9, J = 6,6 Hz, 1H), 7,31 — 7,48 (m, 2H), 7,71 — 7,80 (m, 2H).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): & = 21,54, 22,37, 25,06, 72,60, 84,04, 128,07, 129,23, 132,58,
134,57, 141,11, 170,50.

RMN de *'B (96 MHz, CDCls) & = 30,81.



137

IV-TF (filme): vmax = 2980, 1742, 1371, 1241, 1145, 709 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 290(24) [M™], 275(16), 248(96), 231(41), 215(39), 204(20), 190(19),
165(37), 144(82), 131(100), 105(36), 84(40).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Ci¢H,3BO4Na [M + Na]™: 313,1587; encontrado: 313,1579.

Etanoato de 1-[4-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etila (72c)

Obtido como um dleo incolor, com 92% de rendimento (126 mg).

RMN de *H (200 MHz, CDCl5) & = 1,00 (s, 6H), 1,52 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 2,06 (s, 3H), 3,75 (s,
4H), 5,88 (q, J = 6,8 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,78 (d, J = 8,2 Hz, 2H).

RMN de **C (50 MHz, CDClp): 6 =21,17, 21,71, 22,02, 31,71, 72,14, 125,05, 133,94, 143,91,
170,13.

RMN de B (96 MHz, CDCl;) & = 26,66.

IV-TF (filme): vmax = 2958, 1735, 1613, 1478, 1422, 1247, 1135, 1068, 1021, 948, 831, 706, 643
cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 276(12) [M'], 261(2), 234(57); 216(74), 173(15), 146(17), 130(86),
117(15), 104(64), 77(16), 56(84).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Cy5H,:BO4Na [M + Na]™: 299,1430; found: 299,1428.

Etanoato de 1-[3-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etila (72d)

Obtido como um 6leo incolor, com 89% de rendimento (123 mg).

RMN de *H (200 MHz, CDCls) & = 1,02 (s, 6H), 1,54 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 2,06 (s, 3H), 3,76 (s,
4H), 5,89 (q, J = 6,6 Hz, 1H), 7,29 — 7,45 (m, 2H), 7,70 — 7,82 (m, 2H).

RMN de **C (50 MHz, CDCly): & = 21,58, 22,10, 22,36, 32,05, 72,49, 72,72, 127,94, 128,71,
131,75, 133,67, 140,86, 170,53.

RMN de B (96 MHz, CDCl;) & = 26,83.

IV-TF (filme) vmax = 2963, 1732, 1605, 1478, 1432, 1376, 1318, 1242, 1200, 1133, 1066, 944,
804, 710 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 274(2) [M]*, 261(2), 233(87), 216(100), 173(18), 146(19), 130(72),
117(13), 104(42), 91(6), 77(9), 56(21).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Ci5H,;BO4Na [M + Na]™: 299,1430; encontrado: 299,1429.



138

8.2.4. Sintese do 3-terc-butil-dimetilsililoxi-1-butino (68)*®

OH OTBS
/\ TBSCI, imidazol /\
= >
H Z CH,Cly, 5 h, ta. Z
82 % H
67 68

Em um baldo de 50 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foi adicionado
CH,CI, anidro (20 mL) e o alcool propargilico 67 (10 mmol; 700 mg; 0,78 mL). O sistema foi
resfriado a 0°C, e imidazol (11 mmol; 749 mg) foi adicionado em uma s6 por¢éo, seguido da
adicdo de cloreto de terc-butil-dimetilsilano (11 mmol; 1,65 g). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética a t.a. por 5 horas. Apos este periodo, foi adicionada agua
(5 mL), e a solucao foi agitada por 5 minutos. Apds a fase orgéanica foi extraida com hexano
(4x 15 mL), seca com MgSO, anidro e solvente removido sob presséo reduzida. O produto
68 foi obtido como um dleo incolor, com 82% (1,509 g) de rendimento apos purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel utilizando hexano como eluente.

RMN de *H (200 MHz, CHCIl5) 8 = 0,08 (s, 3H), 0,12 (s, 3H), 0,9 (s, 9H); 1,44 (d, J = 6,6 Hz,
3H), 2,38 (d, J=2,0Hz, 1H), 4,52 (qd, J = 6,6 e 2,0 Hz, 1H).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): & = -4,3, -3,2, 18,3, 25,6, 58,8, 70,9, 86,3.

CG-EM [m/z (%)] = 184(0.3) [M]", 169(3), 125(87), 113(5), 101(27), 83(100).

8.2.5. Sintese do (E)-2-(3-t-butildimetilsililoxi-1-butenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano

(70)127,187
OTBS
4 OTBS
pinacol CH,Cl, 0 H 68 O\B/\)\
+ - = HB\ > O/
BH;SMe, 0°C.3h 0 12h, ta. (RS)-70
69 81%

Um baldo de 50 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N,, foi adicionado
pinacol (6,25 mmol, 799 mg) e CH,CI, anidro (2 mL). A soluc&o resultante foi resfriada a 0
°C, e apos foi adicionado lentamente uma solugcao de BH3;.SMe, em Et,O (5M, 6,25 mmol,
1,25 mL). A solucao resultante foi mantida sob agitagdo magnética por 3 h a 0°C. Apds este
periodo, o &lcool propargilico protegido 68 foi adicionado lentamente, e apés a adigéo, o
sistema foi levado a t.a. e mantido sob agitagcdo por mais 12 h. Apés este tempo foi
adicionado Et,O (20 mL) seguido da adicdo de uma solucéo saturada de NH,Cl (4 mL). A
fase organica foi separada, e a fase aquosa extraida com Et,O (2 x 10 mL). As fases

organicas foram combinadas e lavadas com uma soluc¢do saturada de NH4Cl (2 x 4 mL) e
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uma solugdo saturada de NaCl (4 mL). A fase organica foi seca com MgSQO, anidro e
solvente removido sob presséo reduzida. O produto final 70 foi obtido como 6leo incolor com
81% (1,263 g) de rendimento apds purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel
utilizando hexano e acetato de etila (8:2) como eluente.

RMN de *H (200 MHz, CDCl3) & = 0,05 (s, 9H), 0,90 (s, 9H), 1,21 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,27
(s, 12H), 4.27 (m, 1H), 5,57 (dd, J = 18,0 e 1,8 Hz, 1H), 6,55 (dd, J = 18,0 e 3,8 Hz, 1H).
RMN de **C (50 MHz, CDCly): & = -4,63, -4,48, 18,49, 23,09, 24,95, 25,01, 26,12, 70,06,
83,31, 157,22.

IV-TF (filme) vmax = 2930, 28,57, 1642, 1369, 1337, 1254, 1146, 835, 775 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 297(2) [M*- CH3], 255(30), 197(2), 155(100); 113(64), 75(92).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para CiH33BO3SiNa [M + Na]': 335,2189; encontrado: 335.2193.

8.2.6. Sintese do (E)-2-(3-hidroxi-1-butenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano [(RS)-
656]129

OTBS acido citrico OH

O~ B/\)\ _ Meom | O~ B/\)\
/ 3h, ta. /
o (RS)-70 78% j/o (RS)-65e

Em um baldo de 25 mL, contendo uma solucédo do composto 70 (2 mmol; 622 mg)
em MeOH anidro (2 mL) foi adicionado acido citrico (2 mmol; 420 mg) e solucdo resultante
foi mantida sob agitagdo magnética por 3 horas. Apés, foi adicionado acetato de etila (5 mL),
e a fase orgénica lavada com agua (2 x 1 mL) e seca com MgSQO, anidro. O solvente foi
evaporado sob pressédo reduzida e o produto final 65e foi obtido como 6leo incolor com 79%
(309 mg) de rendimento apoOs purificagdo por cromatografia em coluna de silica gel
utilizando hexano e acetato de etila (8:2) como eluente.

RMN de *H (200 MHz, CDCls) 8 = 1,24 (d, J = 5,6 Hz, 3H); 1.28 (s, 12H), 2,29 (br, 1H), 4,33
(m, 1H), 6,61 (dd, J = 18,0 e 1,8 Hz, 1H), 6,65 (dd, J = 18,0 e 3,8 Hz, 1H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCly): & = 22,77, 24,89, 69,68, 83,48, 156,46.

RMN de "B (96 MHz, CDCl;) & = 29,97.

IV-TF (filme): vmax = 3438, 2978, 1644, 1361, 1326, 970, 849 cm™.

LRMS [m/z (%)] = 183(22) [M*- CH3], 155(4), 141(10), 98(100), 83(41), 55(80).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para CigH10BO3Na [M + Na]": 221.1325; encontrado: 221.1315.
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8.2.7. Sintese do (E)-2-(3-acetil-1-butenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano [(RS)-72€]

OH OAc
A020
O\B/\)\ NBS (10 mol%) O\B/\)\
/ o /
e} CH,Cl,, ta., 12 h 0
(RS)-65e (RS)-T2e, 92%

Para a obtencé@o do composto (RS)-72e foi utilizado o mesmo procedimento descrito no
item 8.2.3. a parir do substrato (RS)-65e (0,5 mmol, 99 mg). Ap6s purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel utilizando hexano e acetato de etila (9:1) como
eluente, o produto acetilado (RS)-72e foi obtido como um 4leo incolor com 92% (109 mg) de
rendimento.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & = 1,27 (s, 12H), 1,32 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 2,06 (s, 3H), 5,39
(m, 1H), 5,58 (dd, J = 18,0 e 1,8Hz, 1H), 6,55 (dd, J = 18,0 e 4,8Hz, 1H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCly): & = 19,75, 21,34, 24,92, 71,43, 83,57, 151,38, 170,38.

RMN de B (96 MHz, CDCl;) & = 29,84.

IV-TF (filme) vmax = 2980, 1741, 1645, 1371, 1333, 1238, 1146, 850 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 225(2) [M*- CH3], 197(8), 140(27), 97(19), 83(20).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Cy,H,;BO4Na [M + Na]™: 263.1430; encontrado: 263.1420.

8.2.8. Sintese do 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)hexan-2-ol [(RS)-65f]

(0]
OH
pinacol ., ¢ o) W]\ o W\
. H2Cl y 71 N ~B
0°C, 3h "B 24, t 4
BH;SMe, ¢ o La.
3.=2=2 69 83% (RS)-65f

Um baldo de 50 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foi adicionado
pinacol (15 mmol, 1,772 g) e CH,CI; anidro (10 mL). A solugé&o resultante foi resfriada a 0
°C, e apo6s foi adicionado lentamente uma solu¢cdo de BH3.SMe, em Et,O (5M, 15 mmol, 3
mL). A solucdo resultante foi mantida sob agitacdo magnética por 3 h a 0°C. Apos este
periodo, a 5-hexen-2-ona 71 (5 mmol, 294 mg, 345 uL) foi adicionada lentamente, e apds a
adicdo, o sistema foi levado a t.a. e mantido sob agitacdo por mais 24 h. Apés este tempo foi
adicionado Et,O (20 mL) seguido da adicdo de uma solucéo saturada de NH,Cl (4 mL). A
fase organica foi separada, e a fase aquosa extraida com Et,O (2 x 10 mL). As fases
organicas foram combinadas e lavadas com uma solucao saturada de NH,;Cl (2 x 4 mL) e
uma solucdo saturada de NaCl (4 mL). A fase organica foi seca com MgSO, anidro e

solvente removido sob presséo reduzida. O produto final 65f foi obtido como 6leo incolor
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com 83% (947 mg) de rendimento apds purificacdo por cromatografia em coluna de silica
gel utilizando hexano e acetato de etila (8:2) como eluente.

RMN de *H (500 MHz, CDCls) 8 = 0,79 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,17 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 1,24 (s,
12H), 1,34 — 1,48 (m, 6H), 1,86 (br, 1H), 3,79 (sext, J = 6,2 Hz, 1H).

RMN de *3C (125 MHz, CDCly): § = 23,49, 23,94, 24,71, 28,50, 39,17, 67,97, 83,07.

RMN de *'B (96 MHz, CDCls) & = 35,15.

FT-IR (filme) vmax = 3442, 2977, 2931, 1463, 1373, 1320, 1146, 967, 847 cm™.

CG-EM [m/z (%)] = 213(0,2) [M*- CH3], 195(0,9), 169(14), 154(10), 127(44), 101(27), 83(36),
58(100).

EMAR [ESI (+)]: Calculado para Cy;H,5sBO3Na [M + Na]™: 251.1794; encontrado: 251.1792.

8.2.9. Sintese do acetato de 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)hexan-2-ila [(RS)-
72f]

/\/\)\ BVAAP (10, /\/\)\
DMAP (10 mol% O«

Oug (tomo%) ]

é CH20|2, ta.,12h (@)

(RS)-65f (RS)-T2f, 89%

Em um baldo de 25 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foram
adicionados o composto (RS)-65f (0,5 mmol; 124 mg), CH,Cl, anidro (1 mL), EtsN (0,75
mmol; 210 pL), DMAP (0,05 mmol; 6 mg) e por fim Ac,O (1 mmol; 100 pL). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo magnética a t.a. por 12 horas. Apds este periodo foi
adicionado CH,CI, (5 mL) e a fase orgénica foi lavada com uma solucéo aquosa de HCI 1 M
(2 x 1mL) seguido de uma solucéo saturada de NaHCO;3; (1mL) e por fim solugcéo saturada
de NaCl (1 mL). A fase orgéanica foi seca com MgSQO, anidro e o solvente foi evaporado sob
pressado reduzida. O composto (RS)-72f foi obtido como um 6leo incolor com 89% (120 mg)
de rendimento apds purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel utilizando hexano
e acetato de etila (9:1) como eluente.

RMN de *H (500 MHz, CDCl3) 8 = 0,77 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,19 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 1,24 (s,
12H), 1,28 — 1,61 (m, 6H), 2,01 (s, 3H), 4,88 (sext, J = 6,2 Hz, 1H).

RMN de *C (125 MHz, CDCls): & = 20,10, 21,54, 24,03, 24,98, 28,20, 35,87, 71,21, 83,06,
170,91.

RMN de *'B (96 MHz, CDCls) & = 34,07.

IV-TF (filme) vmax = 2978, 2934, 1737, 1373, 1320, 1244, 1146, 968, 847 cm™.
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CG-EM [m/z (%)] = 255(2) [M*- CH3], 212(17), 169(52), 153(21), 129(42), 101(28), 87(46),
83(42), 69(28).
EMAR [ESI (+)]: Calculado pra Cy4H2;BO4Na [M + Na]*: 293,1900; encontrado: 293,1902.

8.2.10. Sintese do pentabenzilciclopentadieno (74)'*

Em um baldo de 250 mL de trés bocas, equipado com um funil de adicdo e um
aparelho de Dean-Stark conectado a um condensador de refluxo e sob atmosfera de N,, foi
adicionado o alcool benzilico (1,38 mol, 143 mL) e sodio metélico (165 mmol, 3,8 g). A
mistura foi aquecida lentamente até 120 °C sob forte agitacdo, até todo o sédio ser
consumido (aproximadamente 60 minutos). Apds esta etapa, a temperatura reacional foi
levada até 160-170 °C, e o diciclopentadieno (56 mmol, 7,6 mL) foi adicionado lentamente
através do funil de adicdo. A mistura reacional foi entdo refluxada por mais 15 horas sob
agitacdo. Apés este periodo, a agitacdo foi cessada e o refluxo mantido por mais 24 horas.
A temperatura ambiente, o alcool benzilico restante foi removido sob pressdo reduzida e
aquecimento. O residuo resultante foi tratado com uma solug¢éo aquosa de HCI (5%) até a
dissolucdo do residuo sélido. A fase orgénica foi separada e o &lcool benzilico restante foi
removido sob presséo reduzida. O 6leo amarelado resultante foi resfriado e extraido com
hexano a quente (4 x 20 mL). Os extratos de hexano foram combinados e armazenados a -
20 °C por 12 horas resultando na formacédo de uma camada de 6leo. A solugéo de hexano
foi decantada em outro frasco, e novamente resfriada e mantida a -20 °C durante 72 horas
levando a formacdo de um solido cristalino. O processo de recristalizagcéo foi repetido (3
vezes) para a camada de Oleo formada até ndo haver mais a formagdo de sélidos
cristalinos. Os solidos cristalinos foram combinados e secos sob vacuo (12 horas). O
pentabenzilciclopentadieno 74 foi obtido como um sélido branco (p.f.: 72,1 — 73,2 °C), com
65% (72,8 mmol, 37,6 g) de rendimento.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & = 3,08 (d, J = 5,0 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 3,45 (s,
4H), 3.56 (d, J = 15.6 Hz, 2H), 3.85 (d, J = 15.6 Hz, 2H), 6,61 — 7,34 (m, 25H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;) & = 31,83, 33,42, 34,31, 52,78, 125,75, 125,96, 126,33,
128,23, 128,30, 128,41, 128,56, 128,68, 129,15, 130,39, 133,93, 138,68, 140,13, 141,41,
142,98.
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8.2.11. Sintese do complexo de ruténio 7’-BnsCpRu(CO),Cl (73)***

Em um baldo de 50 mL de uma boca, seco e sob atmosfera de N,, foram adicionados
0 pentabenzilciclopentadieno 74 (0,6 mmol, 310 mg), o Ru(CO):;» (0,2 mmol, 128 mg),
decano (6 mL) e tolueno (3 mL). O franco foi fechado com uma tampa de vidro, e o sistema
aquecido em banho de areia a 160 °C por 72 h. ApGs este periodo, o sistema foi resfriado a
t.a. e aberto. Cloroférmio (1 mL) foi adicionado e o sistema foi aquecido a 150 °C por 2 h.
Apbs o sistema ser resfriado a ta. a mistura foi concentrada sob vacuo e o residuo
purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando uma mistura de hexano e
acetato de etila (98:2) como eluente. O complexo de ruténio 73 foi obtido como um sélido
cristalino amarelo com 48% de rendimento.
RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) & = 3,56 (s, 10H), 6,88 (dd, J = 6,3 e 2.8 Hz, 10H), 7,19 —
7,05 (m, 15H)
RMN de *3C (50 MHz, CDCls) & = 30,91, 105,44, 126,89, 128,64, 128,74, 138,09, 197,29.
EMAR [ESI (+)]: calculado para CsHi;RuCIO;Na [M + Na]™: 731,1278, encontrado:
731,1270; calculado para C4,Hs;RuO; [M - Cl]*: 673,1692, encontrado: 673,1692.

8.2.12. Avaliacao da atividade de racemizacdo dos complexos de ruténio 64 e 73.

Em um frasco de Schlenk de 25 mL, seco, e sob atmosfera de N,, foi adicionado
tolueno anidro o complexo de ruténio (5 pmol) e uma solucdo de KO'Bu 1M em THF
(6 umol). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a 30 °C por 6 minutos. Apds este
periodo foi adicionado o éalcool (S)-65a (ee >99%) e a mistura reacional foi mantida sob
agitacdo por 30 minutos. Apés este periodo a solucdo foi filtrada em celite e o solvente
evaporado sob presséo reduzida. O composto 65a foi analisado por CLAE quiral no qual foi

observado um ee 0%.
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8.2.13. Sintese dos &lcoois alilicos (RS)-92a,b.®

@) OH
/\MQBF @)\/
: )k =
H _— >
THF, -70 °C
Br Br
91a, 4'-Br (RS)-92a, 84%
91b, 3'-Br (RS)-92b, 71%

Em um frasco graduado de 100 mL, contendo THF anidro (40 mL) e a -70 °C foi
borbulhado no solvente com o auxilio de uma agulha o brometo de vinilia (80 mmol, 5,64
mL) até o volume final da solucéo alcancar 45,6 mL. A solucdo resultante foi adicionada
lentamente via canula a um baldo de 250 mL, duas bocas, seco e equipado com um
condensador de refluxo, contendo Mg (1,458 g, 60 mmol) e THF anidro (10 mL). A solug&o
foi mantida sob refluxo brando até o consumo total do Mg (2 h).

Em um baldo de 100 mL, duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foi adicionado o
4- ou 3-bromobenzaldeido (91a,b, 20 mmol, 3,7 g) e THF anidro (20 mL). O sistema foi
resfriado a 0 °C e lentamente foi adicionada a solu¢do preparada previamente contendo o
reagente de Grignard (1,5 mol.L™, 22 mmol, 15 mL). A mistura reacional foi mantida a 0 °C
por 2 horas, e apds, mais 10 horas a temperatura ambiente. Apés, foi adicionado uma
solucao saturada de NH,CI (20 mL). A solucéo foi extraida com acetato de etila (3 x 20 mL)
e a fase orgéanica foi seca com MgSO, anidro. O solvente foi evaporado sob presséo
reduzida. O produto final foi purificado por coluna cromatografica de silica gel utilizando

hexano e acetato de etila (4:1) como eluente.

1-(4-bromofenil)prop-2-en-1-ol [(RS)-92a]'®®

Obtido como éleo incolor, com 84% de rendimento (3,59 g).

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & = 2,06 (sl, 1H), 5,16 (m, 1H), 5,21 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 5,34
(d, J =17,1 Hz, 1 H), 6,02 (ddd, J = 17,1, 10,2 e 6 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,45 (d,
J = 8,6 Hz, 2H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCly): 8 = 74,80, 115,72, 121,57, 128,27, 131,62, 139,89, 141,80.

1-(3-bromofenil)prop-2-en-1-ol [(RS)-92b]

Obtido como um o6leo incolor, com 71% de rendimento (3,02 g).

RMN de *H (200 MHz, CDCly): & = 2,02 (sl, 1H), 5,15 (m, 1H), 5,21 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 5,33
(d, 3 = 17,1 Hz, 1 H), 6,08 (ddd, J = 17,1, 10,2 e 6,1 Hz, 1H), 7,37 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,42
(dt, J=7,7e1,7 Hz, 1H), 7,72 (dt, J = 7,7, e 1.3 Hz, 1H),7,77 (s, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCly): & = 72,80, 115,72, 122,57, 126,15 128,27, 131,62, 132,74,
139,89, 141,80.
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8.2.14. Sintese dos ésters pinacolicos dos acidos (4 e 3-(1-hidroxialil)fenil)borénicos [(RS)-

65i.1].
OH 1. n-BuLi (2 equiv), OH

THF, -70 °C Pz

N -0

2. B(-OPr)3

Br// 3. HCI / H,0 O\B//
(RS)-92a 4. pinacol O (RS)-65), 71%
(RS)-92b (RS)-651, 69%

Em um baléo de 100 mL, duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foi adicionado o
alcool alilico (RS)-92a ou (RS)-92b (115 mg, 5 mmol) e THF anidro (20 mL). O sistema foi
resfriado a -70 °C e n-BuLi (10 mmol) foi adicionado lentamente. O sistema foi deixado sob
agitacdo a -70 °C durante 30 minutos. Apds este periodo, B(Oi-Pr); (1,880g, 10 mmol) foi
adicionado a mistura reacional foi mantida a -70 °C por 1 hora e apds, foi lentamente levada
a temperatura ambiente. Uma solucdo aquosa de HCl 1 mol.L™ (10 mL) foi adicionado
lentamente e o sistema foi deixado sob agitagcdo por 10 minutos. A fase organica foi
separada, e a fase aquosa extraida com éter dietilico (3 x 10 mL). As fases organicas foram
reunidas e secas com MgSO, anidro. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida e o
sélido resultante foi solubilizado em THF (20 mL) e pinacol (1 equivalente referente a massa
do produto bruto obtido) foi adicionado e o solvente evaporado. A adicdo de THF (20 mL) e
posterior evaporacado foi repetida mais trés vezes, e ao final, o produto formado foi filtrado
utilizando uma pequena coluna de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e acetato de

etila (4:1) como eluente.

1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)prop-2-en-1-ol [(RS)-65]]

Obtido como um 6leo incolor, com 71% de rendimento (923 mg).

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & = 1,34 (s, 12 H), 1,99 (s, 1H) 5,19 (d, J = 10,8 Hz, 2H),
5,34 (d, J = 17,1 Hz, 1 H), 6,03 (ddd, J = 17,1, 10,2 e 6 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 7,8 Hz, 2H),
7,80 (d, J = 7,8 Hz, 2H),

RMN de 2C (50 MHz, CDCls): & = 25,05, 75,49, 84,01, 115,8, 125,78, 135,25, 140,31,
145,92.

RMN de "B (96 MHz, CDCl;) & = 30,12.

EMAR [ESI (+)]: calculado para C15H,;BOsNa [M + Na]': 283,1262, encontrado: 283,1265
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1-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)prop-2-en-1-ol [(RS)-65I]

Obtido como um dleo incolor, com 69% de rendimento (897 mg).

RMN de *H (200 MHz, CDCl3): & = 1,34 (s, 12 H), 2,14 (sl, 1H), 5,15-5,21 (m, 2H), 5,35 (dt, J
=17,0 e 1,4 Hz, 1H), 6,06 (ddd, J = 17,0, 10,2 e 6Hz, 1 H), 7,37 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,49 (dt,
J=7,7e1,7Hz, 1H), 7,74 (dt, I = 7,7, e 1.3 Hz, 1H),7,79 (s, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCls): & = 25,03, 75,48, 84,02, 115,17, 128,17, 129,46, 132,85,
134,38, 140,49, 142,21.

RMN de B (96 MHz, CDCls) & = 30,14.

EMAR [ESI(+)]: calculado para C;sH2:BOsNa [M + Na]™: 283,1262, encontrado: 283,1263

8.2.15. Procedimento geral para a reacao de oxidacdo dos alcoois contendo boro 65e,f,j, e
65l

Em um baléo de 50 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foi adicionado o
alcool apropriado (2 mmol) e diclorometano anidro (10 mL). O sistema foi resfriado a 0 °C e
PDC (1,128 g, 3 mmol) foi adicionado em uma sé porcao. A reacdo foi acompanhada por
CCD até o consumo do reagente de partida. Ao final da reacéo, foi adicionado éter dietilico
(10 mL) e a mistura filtrada em celite. O solvente foi evaporado sob presséo reduzida e o
produto final foi purificado por coluna cromatografica de silica gel utilizando hexano e

acetato de etila (4:1) como eluente

(E)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)but-3-en-2-ona (59¢e)

Obtido como um 6leo incolor, com 38% (149 mg) de rendimento.

RMN de *H (200 MHz, CDCly): & = 1,30 (s, 12H), 2,30 (s, 3H), 6.54 (d, J = 18.6 Hz, 1H), 6.81
(d, J = 18.6 Hz, 1H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): & = 28,87, 26,78, 84,25, 146,60, 199,04.

RMN de B (96 MHz, CDCls) & = 30,00

EMAR [ESI (+)]: calculado para C1oH;7BOsNa [M + Na]*: 219,1168, encontrado: 219,1163.

6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)hexan-2-ona (59f)

Obtido como um 6leo incolor, com 20% (90 mg) de rendimento.

RMN de 'H (200 MHz, CDCly): § = 0,78 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 1,24 (s, 12 H), 1,32-1,62 (m, 4 H),
2,12 (s, 3H), 2,41 (t, J = 7,0 Hz, 2H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): & = 23,90, 25,07, 26,75, 30,03, 43,95, 83,23, 209,57.

RMN de "B (96 MHz, CDCl;) & = 34,12

EMAR [ESI (+)]: calculado para C;,H,3BO3Na [M + Na]*: 249,1638, encontrado: 249,1635
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1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)prop-2-en-1-ona (59j)

Obtido como um 6leo amarelado, com 45% (232 mg) de rendimento.

RMN de *H (200 MHz, CDCl3): & = 1,36 (s, 12H), 5,94 (dd, J = 10,6; 1,7 Hz, 1H), 6.43 (dd, J =
17,2, e 1,7 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 12 Hz, 1H), 7,19 (d, J = 10 Hz, 1H), 7,91 (s, 4H).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): & = 25,11, 84,44, 127,89, 130,48, 132,81, 135,15, 139,52,
192,79.

RMN de B (96 MHz, CDCls) 5 = 30,14

EMAR [ESI (+)]: calculado para CisH190BOsNa [M + Na]*: 281,1325, encontrado: 281,1367.

1-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)prop-2-en-1-ona (59I)

Obtido como um 6leo amarelado, com 47% (243 mg) de rendimento.

RMN de *H (200 MHz, CDCl,): & = 1,36 (s, 12H), 5,92 (dd, J = 10,5, e 1,8 Hz, 1H), 6,44 (dd, J =
17,1, e 1,8 Hz, 1H), 7,23 (dd, J = 17,1 e 10,5 Hz, 1H), 7,48 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,95-8,13 (m, 2H), 8,36
(s, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCls): & = 25,07, 84,33, 128,28, 130,15, 131,50, 132,72, 135,13,
136,92, 139,43, 191,23.

RMN de "B (96 MHz, CDCl;) § = 30,17

EMAR [ESI (+)]: calculado para C1s5H19BOsNa [M + Na]*: 281,1325, encontrado: 281,1368.

8.2.16. Procedimento geral para a obtencéo dos bifeniletandis 77a,b através de reacdes de
acoplamento do tipo Suzuki-Miyaura.***
OH . OH
,
Pd(OAc),, PhsP
| N . ©/ (OAC),, PhsP I N
AF ag. Na,CO5 _
OB i-PrOH
0]
(RS)-65a,b (RS)-T7a,b

Em um baldo de 10 mL de duas bocas, equipado com condensador de refluxo e sob

atmosfera de N, foram adicionados o alcool 65a ou 65b (1 mmol; 248 mg), bromobenzeno
(2 mmol; 157 mg; 104 pL) e 2-propanol (4 mL). A mistura foi agitada por 15 minutos para a
dissolucdo dos reagentes, e apds foram adicionados o Pd(OAc), (10 umol; 2,2 mg), PhsP
(20 pmol; 5,2 mg), uma solugdo aquosa de Na,CO; (2 M, 0,64 mL) e agua (0,4 mL)
previamente desaeradas. A solucao resultante foi mantida sob refluxo por 2,5 horas e apos
este tempo a reacdo foi levada a t.a. e o sistema foi exposto ao ar por 10 minutos. O meio

reacional foi diluido com de acetato de etila (10 mL). A fase aquosa foi separada da fase
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organica e lavada com acetato de etila (4 x 2 mL). As fases organicas foram combinadas e
lavadas com uma soluc¢do aquosa de Na,CO; a 5% (3 x 4 mL) e uma solucdo saturada de
NaCl (2 x 4 mL). A fase organica foi transferida para um frasco de Erlenmeyer contendo
MgSO, e uma pequena quantidade de carvao ativo, permanecendo sob agitacdo por 20
minutos. Apos a filtragdo o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o produto
purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando cloroférmio e metanol (98:2)

como eluente.

(RS)-1-(bifenil-4-il)etanol (77a)***

Obtido como um sélido branco (p.f.: 96,5 — 97,5 °C) com 83% de rendimento (164 mg).

RMN de *H (200 MHz, CDCl3) & = 1,52 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,97 (br, 1H), 4,93 (q, J = 6,4 Hz,
1H), 7,33 — 7,62 (m, 9H).

RMN de **C (50 MHz, CDCly): & = 25,35, 70,35, 126,05, 127,28, 127,47, 128,97, 137,71,
140,65, 141,06, 145,02.

CG-EM [m/z (%)] = 198(47) [M'], 183(79), 180(48), 155(100), 152(36), 91(18), 77(40).

(RS)-1-(bifenil-3-il)etanol (77b)*°

Obtido como um 6leo incolor com 79% de rendimento (156 mg).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & = 1,49 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 2,29 (br, 1H), 4,89 (q, J = 6,4 Hz,
1H), 7,27 — 7,60 (m, 9H).

RMN de **C (50 MHz, CDCly): & = 25,38, 70,55, 112,17, 124,42, 126,40, 127,33, 127,50,
128,92, 129,07, 141,26, 141,59, 146,52.

CG-EM [m/z (%)] = 198(50) [M'], 183(42), 155(100), 152(23), 91(16), 77(22).

8.2.17. Procedimento geral para sintese dos ésteres pinacoélicos dos acidos 4- e 3-(1-

aminoetil)fenilborénicos, (RS)-84a,b

o) NH,

1. Ti(O'Pr),
NH3.EtOH
2. NaBH,
O~

(HO),B 3. HCI 1N B\

4. pinacol, THF
66a, 4'-B(OH), O (RS)-84a, 81%
66b, 3'-B(OH), (RS)-84b, 81%

Em um baldo de 50 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N, e agitacdo

\J

magnética, foi adicionada o acido bordnico 66a ou 66b (656 mg, 4 mmol), Ti(Oi-Pr), (2,2
mL, 8 mmol) e uma solugdo etanolica de amdnia (4M, 5 mL, 20 mmol). O sistema foi

fechado, e a mistura reacional foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 6 horas.
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Apbés este periodo, o sistema foi aberto e foi adicionado aos poucos NaBH, (227 mg, 6
mmol) e a mistura permaneceu por mais 3 horas sob agitacdo. Para a extracdo foi
adicionado lentamente uma solucdo aquosa de HCl 1mol.L™ até o pH da solucéo tornar-se
igual a 1 (20 mL). A solucgéo foi extraida com éter dietilico (8 x 10 mL) e a fase orgéanica foi
seca com MgSO, anidro. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o solido
resultante foi solubilizado em THF (20 mL) e pinacol (1 equivalente referente a massa do
produto bruto obtido) foi adicionado e o solvente evaporado. A adi¢cdo de THF (20 mL) e
posterior evaporacdo foram repetidas mais trés vezes, e ao final, o produto formado foi
filtrado utilizando uma pequena coluna de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e

acetato de etila (6:4) como eluente.

1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etanamina, (RS)-84a

Obtido como um sélido branco (p.f.: 66,8 — 67,7 °C), com 81% de rendimento (801 mg).
RMN de H (200 MHz, CDClg) & = 1,34 (s, 12 H), 1,47 (d, J = 6,4 Hz, 3 H), 4,90 (9, J = 6,4
Hz, 1 H), 7,37 (d, J = 7,6 Hz, 2 H), 7,79 (d, J = 7,6 Hz, 2 H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCl5) & = 25,01, 25,36, 70,50, 83,96, 124,86, 135,22, 149,23.

RMN de B (96 MHz, CDCl;) & = 30,99.

IV-TF (KBr): vmax = 3326, 2976, 2930, 1613, 1267, 1213, 1144, 1092, 1019, 1005, 962, 897,
859, 660 cm™.

EMAR [ESI (+)]: calculado para Ci4H»BO, [M-NH]": 231,1551, encontrado 231.1550;
calculado para C14H23BNO; [M+H]": 248,1822, encontrado: 248.1824.

1-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etanamina, (RS)-84b

Obtido como um 6leo incolor, com 81% de rendimento (801 mg).

RMN de H (200 MHz, CDCl3) & = 1,34 (s, 12 H), 1,49 (d, J = 6,4 Hz, 3 H), 4,90 (q, J = 6,4
Hz, 1 H), 7,35 (t, J=7,4Hz, 1 H), 7,49 (dt, J=7,4e 1,4 Hz, 1 H), 7,71 (dt, J=7,4e 1,4 Hz, 1
H), 7,78 (s, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;) & = 24,95, 25,29, 70,40, 83,95, 128,06, 128,47, 131,90,
134,01, 145,28.

RMN de "B (96 MHz, CDCl;) & = 30,94.

IV-TF (filme) vmax = 3430, 2977, 2930, 1606, 1487, 1429, 1358, 1144, 1077, 964, 664, 710
cm™.
EMAR [ESI (+)]: calculado para Ci4H»BO, [M-NH,]": 231,1551, encontrado 231.1552;
calculado para C14H23:BNO, [M+H]": 248,1822, encontrado: 248,1823.
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8.2.18. Procedimento geral para a reacdo de acetilacdo das aminas (RS)-84a,b

NH, NHAc
| N ACZO | X
Et;N, DMAP
= = =

o~

X CH,Cly, 12 h, ta.
o} .
(RS)-84a, 4-BPin (RS)-86a, 96%
(RS)-84b, 3-BPin (RS)-86b, 98%

Em um baldo de 25 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foram
adicionados a amina contendo boro (RS)-84a ou (RS)-84b (0,5 mmol; 123,5 mg), CH,ClI,
anidro (2 mL), EtzN (0,75 mmol; 210 pL), DMAP (0,05 mmol; 6 mg) e por fim Ac,O (1 mmol,
100 pL). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética a t.a. por 12 horas. Apos
este periodo foi adicionado CH,CI, (5 mL) e a fase orgéanica foi lavada com uma solucéo
aquosa de HCI 1 M (2 x 1mL) seguido de uma solucdo saturada de NaHCO; (1mL) e por fim
solucéo saturada de NaCl (1 mL). A fase organica foi seca com MgSO, anidro e o solvente
foi evaporado sob presséo reduzida. O produto final foi purificado por cromatografia em

coluna de silica gel utilizando hexano e acetato de etila (9:1) como eluente.

N-(1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etil)acetamida, (RS)-84a

Obtido como um sélido branco (p.f.: 59,8 — 60,9 °C), com 96% de rendimento (138 mg).
RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & = 1,34 (s, 12 H), 1,52 (d, J = 6,6 Hz, 3 H), 2,07 (s, 3 H), 5,88
(9, J=6,6 Hz, 1 H), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 2 H), 7,80 (d, J = 8,0 Hz, 2 H).

RMN de C (50 MHz, CDCly) & = 21,42, 22,34, 24,97, 72,39, 83,92, 125,43, 135,16, 144,92,
170,33.

RMN de "B (96 MHz, CDCl;) & = 30,97.

IV-TF (KBr) vmax = 3471, 2986, 2932, 1749, 1613, 1233, 1140, 1090, 855, 664 cm™.

EMAR [ESI (+)]: calculado para C14H»0BO, [M - C,H,NO]J": 231,1551, encontrado: 231,1550;
calculado para C16H2sBNO3 [M + H]*: 290,1927, found: 290,1925.

N-(1-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etil)acetamida, (RS)-84b

Obtido como um 6leo incolor, com 98% de rendimento (141 mg)

RMN de *H (200 MHz, CDCls) & = 1,34 (s, 12H), 1,53 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 2,06 (s, 3H), 5,88
(g, J =6,6 Hz, 3H), 7,39 (m, 2H), 7,75 (m, 2H).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls) & = 21,57, 22,42, 25,05, 72,61, 84,04, 128,10, 129,24, 132,59,
134,59, 141,13, 170,47.

RMN de 'B (96 MHz, CDCl;) & = 30,98.

IV-TF (filme) vmax = 2980, 2934, 1743, 1608, 1238, 1146, 964, 853, 709, 558 cm™.

EMAR [ESI (+)]: calculado para C16H,sBNO3 [M + H]": 290,1927, encontrado: 290,1924.
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8.2.19. Reacdo de bromo-desborilagcdo dos compostos (RS)-86a,b.

Em um baldo de 25 mL de duas bocas, seco e sob atmosfera de N, foram
adicionados acetonitrila anidra (2 mL), a amida (86a ou 86b, 0,5 mmol, 145 mg), CuBr (0,5
mmol, 67,5 mg) e NBS (0,5 mmol, 90 mg). A temperatura reacional foi elevada a 80 °C e
mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 12 horas. Apés este periodo, a reacédo foi
esfriada a t.a. e diluida com éter etilico (10 mL). A fase orgéanica foi lavada com uma solucéo
aquosa 1M de HCI (1 x 5 mL), com uma solu¢édo aquosa 1M de NaOH (1 x 5 mL) e por fim,
uma solucdo aquosa saturada de NaCl (1 x 5 mL). A fase orgénica foi seca com MgSO,
anidro e o solvente foi evaporado sob presséo reduzida. O produto final foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel utilizando hexano e acetato de etila (8:2) como

eluente.

N-(1-(4-bromofenil)etil)acetamida (89a)

Obtido como um sélido branco (p.f.: 101,5 — 103,2 °C), com 90% de rendimento (108 mg).
RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & = 1,45 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 1,98 (s, 3H), 5,07 (quint, J = 6,9
Hz, 1H), 5,81 (sl, 1H), 7,18 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,45 (d, J = 8,4 Hz, 2H).

RMN de **C (50 MHz, CDCls) & = 21,77, 23,18, 48,37, 120,98, 127,95, 131,63, 142,50,
169,75.

N-(1-(3-bromofenil)etil)acetamida (89b)

Obtido como um 6leo incolor, com 89% de rendimento (107 mg).

RMN de *H (200 MHz, CDCls) & = 1,43 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,96 (s, 3H), 5,04 (quint, J = 7,0
Hz, 1H), 6,41 (sl, 1H), 7,20 (m, 2H), 7,37 (dt, J = 6,9 Hz, 2,0 Hz, 1H), 7,43 (s, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;) & = 21,91, 23,14, 48,41, 122,60, 124,94, 129,13, 130,15,
130,19, 146,04, 169,66.
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8.2.20. Procedimento geral para a resolugao cinética enzimatica dos alcoois contendo boro

(RS)-65a-f em pequena escala

Em um frasco tipo penicilina de 25 mL, foi adicionado o alcool contendo boro
apropriado (65a-f, 0,2 mmol), hexano (10 mL) e a CALB (20 mg) e for fim o acetato de vinila
(0,6 mmol, 55 uL). A mistura reacional foi selada com uma tampa de borracha e agitada em
um agitador orbital (30 °C, 150 rpm). Apoés o periodo apropriado, a mistura reacional foi
filtrada e a CALB lavada com acetato de etila (3 x 5 mL). O solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida e os produtos purificados por cromatografia em uma pequena coluna de

silica gel.

8.2.21. Procedimento geral para a resolucéo cinética enzimatica dos alcoois contendo boro

(RS)-65a-f em escala preparativa

Em um frasco de Erlenmeyer de 250 mL, foi adicionado o alcool contendo boro
apropriado (65a-f, 1,5 mmol), hexano (75 mL) e a CALB (150 mg) e for fim o acetato de
vinila (4,5 mmol, 412 pl). A mistura reacional foi selada com uma tampa de borracha e
agitada em um agitador orbital (30 °C, 150 rpm). Apdés o periodo apropriado, a mistura
reacional foi filtrada e a CALB lavada com acetato de etila (3 x 10 mL). O solvente foi
evaporado sob presséo reduzida e os produtos acetilados (R)-72a-f foram separados dos
alcoois remanescentes (S)-65a-f por cromatografia em uma pequena coluna de silica gel

utilizando hexano e acetato de etila como eluente.

(S)-1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etanol, [(S)-65a]
OH Rendimento: 161 mg (43%), ee >99%, [oc]D24 =-31,4 (c 1,0, CHCIy).

/@/’\ Separacdo dos enantidmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OJ-H, n-
O hexano/i-PrOH (95:5), 1.0 mL/min, detector UV, A = 227 nm, tr = 10,6

B
I . A : A
7§<O min. para o enantibmero (R) e tg = 12.6 min. para o enantiomero (S).

Etanoato de (R)-1-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etila, [(R)-72a]
Rendimento: 186 mg (42.6%), ee >99%, [oc]D24 = +81,8 (c 1,0,

QAC
- CHCly).
O\B/©/\ Separacdo dos enantibmeros por CG: coluna capilar CP-CHIRASIL-
7§<é DEX CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 um), 150-180 °C, 1 °C/min, fluxo
100 kPa tg = 18,1 min. para o enantibmero (S) e tg = 18,7 min para o

enantiomero (R).
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(S)-1-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etanol, [(S)-65b]
oH Rendimento: 159 mg (42%), ee >99%, [a]o** = -27,2 (c 1,14, CHCI).

Separacdo dos enantidmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OJ-H, n-hexanoli-
PrOH (95:5), 1.0 mL/min, detector UV, A = 227 nm, tg = 8,6 min. para o
B

enantibmero (S) e tg = 22.5 min. para o enantibmero (R).

Etanoato de (R)-1-[3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil]etila, [(R)-72b]
OAc Rendimento: 186 mg (42.6%), ee >99%, [a]o** = +66,8 (c 1,0, CHCI5).
: Separacdo dos enantibmeros por CG: coluna capilar CP-CHIRASIL-DEX CB
(25 m x 0,25 mm x 0,25 pm), 150-180 °C, 1 °C/min, fluxo 100 kPa tr = 14,2
B

min. para o enantibmero (S) e tg = 14,8 min para o enantibmero (R).

(S)-1-[4-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etanol, [(S)-65c¢]
oH Rendimento: 137 mg (39%), ee >99%, [a]*° = -27,9 (c 1,0, CHCly).
/@/‘\ Separacdo dos enantidbmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OJ-H, n-
B hexano/i-PrOH (95:5), 1.0 mL/min, detector UV, A = 227 nm, tg = 23,3

O.
7&(‘) min. para o enantibmero (S) e tr = 25.4 min. para o enantibmero (R).

Etanoato de (R)-1-[4-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etila, [(R)-72c].

oAc Rendimento: 174 mg (42%), ee >99%, [o]o> = +95,8 (c 1,0, CHCIs).

Separacdo dos enantibmeros por CG: coluna capilar CP-CHIRASIL-

O\B/©/\ DEX CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 um), isoterma de 170 °C, fluxo 100

7@(‘) kPa tg = 17,2 min. para o enantibmero (S) e tr = 17,9 min. para o
enantibmero (R).

(S)-1-[3-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etanol, [(S)-65d].
on Rendimento: 123 mg (35%), ee >99%, [a]o* = -22,1 (¢ 1,0, CHCIy).

Separacdo dos enantimeros por CLAE: coluna Chiralcel® OJ-H, n-hexanoli-
PrOH (95:5), 1.0 mL/min, detector UV, A = 227 nm, tg = 14,9 min. para o

B. enantidmero (S) e tr = 24.3 min. para o enantiomero (R).
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Etanoato de (R)-1-[4-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)fenil]etila, [(R)-72d]
oAc Rendimento: 170 mg (41%), ee >99%, [a]o”* = +67,4 (c 1,0, CHCly).
: Separacao dos enantibmeros por CG: coluna capilar CP-CHIRASIL-DEX CB
(25 m x 0,25 mm x 0,25 um), isoterma de 160 °C, fluxo 100 kPa tg = 22,5 min.

O/B\O para o enantibmero (S) e tr = 23,4 min. para o enantidmero (R).

(S)-(E)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)but-3-en-2-ol, [(S)-65€]
oy Rendimento: 136 mg (45%), ee >99%, [o]o** = +11,8 (c 1,0, MeOH).
Separacdo dos enantibmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OJ-H, n-
0.\ A Separag p
7§<(§ hexano/i-PrOH (99,5:0,5), 0,5 mL/min., detector UV, A = 220 nm, tr =

13,3 min. para o enantibmero (R) e tr = 15.8 min. para o enantibmero (R).

Etanoato de (E)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)but-3-en-2-ila, [(R)-72¢€].
OAG Rendimento: 155 mg (43%), ee 99%, [a]p** = +42,5 (¢ 1,0, MeOH).
£ Separacdo dos enantibmeros por CG: coluna capilar CP-CHIRASIL-
O\B/\/\ para¢ p p
o) DEX CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 pum), 100-150 °C, 2 °C/min fluxo 100
kPa tr = 19,4 min. para o enantibmero (S) e tg = 19,8 min. para o

enantiomero (R).

(S)-6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)hexan-2-ol, [(S)-65f].
O composto (S)-65f foi analisado por CG quiral na forma de (S)-72f ap6s a reacdo de
acetilacao.

Rendimento: 156 mg (45%), ee >99%, [a],? = +3,1 (c 1,08,

CHCly).
O\B/\/\/k

7§<O/ Separacdo dos enantibmeros por CG: coluna capilar CP-
CHIRASIL-DEX CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 pm), 100-180 °C, 3

°C/min fluxo 100 kPa tgr = 14,9 min. para o enantidbmero (S) e tg =

15,4 min. para o enantidmero (R).
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Etanoato de (R)-6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)hexan-2-oila, [(R)-72f].

OAc

O\B/\/\/\
/

%

Rendimento: 192 mg (47%), ee >99%, [o]o** = -0,5 (¢ 1,0, CHCI,).

Separacdo dos enantibmeros por CG: coluna capilar CP-
CHIRASIL-DEX CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 pm), 100-180 °C, 3
°C/min fluxo 100 kPa tgr = 14,9 min. para o enantibmero (S) e tg =

15,4 min. para o enantibmero (R).

8.2.22. Determinagédo da configuracédo absoluta dos alcoois (S)-65a,b

Os compostos (S)-77a,b foram preparados de acordo com o método descrito no item

8.2.16.

(S)-1-(bifenil-4-il)etanol [(S)-774a]

OH

Rendimento: 78 mg (79%), ee 96%, [a]o** = -46,6 (¢ 1,0, CHCIs).
Lit,**? [a],?® = -43,7 (c 0,75, CHCIs).

Separacdo dos enantidmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OD, n-
hexano/i-PrOH (95:5), 0,8 mL/min., detector UV, A = 254 nm, tg =
15,6 min. para o enantidbmero (R) e tr = 18.0 min. para o enantibmero

(R).

(S)-1-(bifenil-3-il)etanol [(S)-77b]

OH

Rendimento: 79 mg (80%), ee 99%, [o]o** = -37,8 (c 1,0, CHCIly). Lit,*®

-38,0 (c 1,09, CHCly).

[OL]DZO
O Separacdo dos enantibmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OD, n-hexanoli-
PrOH (95:5), 0,8 mL/min., detector UV, A = 254 nm, tz = 14,9 min. para o
O enantibmero (R) e tr = 29.5 min. para o enantibmero (R).
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8.2.23. Determinac&o da configuracéo absoluta do alcool (S)-65f'**

o]

_—

OH H,0, 30% OH
O« /\/\)\ NaOH 2M /\/\/K
HO

O~

(S)-65f, ee >99% (S)-78, 58%, ee >99%

Em um baldo de 25 mL, contendo o alcool (S)-65f (0,5 mmol, 114 mg) e uma solugéo
aquosa 2 M de NaOH (10 equiv., 5 mmol, 2,5 mL) foi adicionado lentamente uma solugéo
30% de H,0O, (10 equiv., 270 mg, 566 pL) a 0 °C. A mistura reacional foi agitada por 30
minutos. Et,O (10 mL) foi adicionado e a fase orgénica foi separada e lavada com uma
solucéo saturada de NaHCO; (2 mL) uma solucdo saturada de NaCl (2 mL). A fase aquosa
foi extraida com acetato de etila (5 x 5 mL) e as fases orgéanicas foram combinadas e secas
com MgSO, anidro. O solvente foi removido e o produto purificado por cromatografia em
coluna de silica gel utilizando hexano e acetato de etila (1:4) como eluente.

O composto (S)-78 foi obtido como 6leo incolor com 58% de rendimento (28 mg), ee >99%,
[a]p? = +6,3 (¢ 1,1, MeOH). Lit,** [0]p?*° = +12,9 (c 1,0, MeOH).

RMN de *H (200 MHz, CHCl3) 8 = 1,12 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 1,33 — 1,55 (m, 6H), 1,78 (br, 2H),
3,58 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,73 (quint, J = 6,2 Hz, 1H) .

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): & = 22,05, 23,71, 32,68, 38,99, 62,84, 68,14.

CG-EM (IE) m/z (%): 118(1, M), 103(6), 87(10), 75(22), 56(60), 45 (100).

8.2.24. Procedimento geral para a resolucao cinética dindmica quimio-enzimatica do alcool
(RS)-65a

Em um frasco de Schlenk de 25 mL, seco, e sob atmosfera de N,, foi adicionado
KOt-Bu (0,67 mg, 6 umol), o complexo de ruténio (64 ou 73, 5 pmol) e tolueno (1 mL). A
mistura foi mantida sob agitacdo a 30 °C por 6 minutos. Apds, foi adicionado a CALB (12
mg), KsPO4 (0,2 mmol, 42,5 mg) e alcool (RS)-65a (0,2 mmol, 49,6 mg). Apdés 4 minutos, foi
adicionado a acetato de isopropenila (0,3 mmol, 33 pL). A mistura reacional foi mantida por
24 h a 30 °C. Apos este periodo a mistura reacional foi filtrada sob celite e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida. O produto acetilado (R)-72a foi purificado por
cromatografia em uma pequena coluna de silica-gel, eluida com hexano e acetato de etila
(8:2).
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8.2.25. Resolucdo cinética enzimatica das aminas (RS)-1-((4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-

dioxaborolan-2-il)fenil)etanaminas, [(RS)-84a,b]
8.2.25.1. Reacg0bes de avaliagédo

Em um vial de 10 ml foi adicionado a amina (3a ou 3b, 24,7 mg, 0,1 mmol), CALB
(Novozym 435, 20mg), o solvente (2 mL) e o doador de acila (0,4 mmol). A mistura reacional
foi agitada (Thermomixer Comfort, Eppendorf) a 700 rpm nas temperaturas e 0s tempos
reacionais apropriados. A mistura foi filtrada e a enzima lavada com acetato de etila (5 mL),
e o solvente evaporado sob presséo reduzida. A amida (R)-84a ou (R)-84b foi separada da
amina que nao reagiu por cromatografia em uma pequena coluna de silica-gel. A coluna
cromatografica foi inicialmente eluida com uma mistura de hexano e acetato de etila (9:1)
para remover a amida e em seguida eluida com hexano e acetato de etila (6:4) para a

remocao das aminas.

8.2.25.2. Reacdes em escala preparativa

As reacBes em escala preparativa foram realizadas em um reator Buchi Syncore®.

Em um tubo de 60 mL do reator, foram adicionados a amina (84a ou 84b, 370,7 mg,
1,5 mmol), CALB (Novozym 435, 300 mg) e acetato de etila (30 mL). A mistura reacional foi
agitada a 50 °C por 48 h a 450 rpm. ApOs este periodo, a mistura reacional foi filtrada e a
enzima lavada com acetato de etila (15 mL), e o solvente foi evaporado sob pressao
reduzida. A amida (R)-86a ou (R)-86b foi separada da amina que nao reagiu por
cromatografia em uma pequena coluna de silica-gel. A coluna cromatogréafica foi
inicialmente eluida com uma mistura de hexano e acetato de etila (9:1) para remover a
amida (R)-86a ou (R)-86b e em seguida, eluida com hexano e acetato de etila (6:4) para a

remocao da amina (S)-84a ou (S)-84b.

(S)-1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etanamina, [(S)-84a]
NH, Rendimento: 195 mg (52%), ee 83%, [a]o* = -26,7 (c 1,0, CHCl).

/@)\ Separacdo dos enantibmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OD-H, n-
O<g hexano/i-PrOH (98:2), 0,8 mL/min., detector UV, A = 227 nm, tg = 12,8

/
7%0 min. para o enantibmero (S) e tg = 14.4 min. para o enantibmero (R).
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(R)-N-(1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etil)acetamida, [(R)-86a]
NHAc Rendimento: 189 mg (43%), ee >99%, [a]p®* = +84,6 (c 1,0, CHCI).
Separacdo dos enantidmeros por CG: coluna capilar CP-CHIRASIL-
B©/\ DEX CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 pum), 150-175 °C, 1 °C/min fluxo 100
7%0 kPa tg = 16,4 min. para o enantibmero (S) e tg = 16,9 min. para o

enantibmero (R).

(S)-1-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etanamina, [(S)-84b]
NH, Rendimento: 195 mg (52%), ee 78%, [a]p** = -15,6 (¢ 0,98, CH4ClI).
Separacdo dos enantidmeros por CLAE: coluna Chiralcel® OD-H, n-
hexano/i-PrOH (98:2), 0,8 mL/min., detector UV, A = 227 nm, tg = 15,3

B min. para o enantidbmero (S) e tg = 17.0 min. para o enantibmero (R).

(R)-N-(1-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)etil)acetamida, [(R)-86b]
NHAC Rendimento: 183 mg (42%), ee >99%, [o]p** = +55,2 (c 1,0, CH4CI).

! Separacdo dos enantidmeros por CG: coluna capilar CP-CHIRASIL-DEX

CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 um), 150-175 °C, 1 °C/min fluxo 100 kPa tg =

12,4 min. para o enantibmero (S) e tr = 12,7 min. para o enantidmero (R).

/B\
O O

8.2.26. Procedimento geral para o crescimento dos fungos Aspergillus terreus e Rhizopus

oryzae

Em um frasco de Erlenmeyer de 3 L, foi adicionado o meio de cultura (10 g de
peptona, 20 g de D-Glucose e 1 L de agua destilada). O meio foi esterilizado por
autoclavagem por 20 minutos a 120 °C. Sob condi¢des assépticas e em capela de fluxo
laminar o meio foi inoculado pela transferéncia de células do fungo presentes em meio de
cultura sélido (slant) para o meio de cultura liquido, com o auxilio de uma alca de platina. A
cultura foi incubada em um agitador orbital (160 rpm) por 5 dias a uma temperatura de 32
°C.

Para a utilizacdo da massa celular para as rea¢fes de biorreducédo, as células foram

filtradas em um funil de Buchner com papel filtro.
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8.2.27. Preparacdo da solucdo tampéo fosfato (pH 7, 50 mM) utilizada nas reagbes de

biorreducéo

Para a preparacdo da solucao fosfato (pH 7, 50 mM) foram solubilizados Na,HPO,
(4,40 g) e KH,PO,4 (2,59 g) em agua destilada (1L).

8.2.28. Procedimento geral para a biorreducdo das cetonas 59a,b na presenca dos fungos

Aspergillus terreus e Rhizopus oryzae

Em um frasco de Erlenmeyer de 125 mL, contendo a solucéo tampéo fosfato (60 mL)
ou uma mistura da solucédo tampao fosfato (48 mL) e o co-solvente organico (12 mL), foi
adicionado a cetona 59a ou 59b (0,1 mmol, 24,6 mg) e o fungo apropriado (3g de massa
celular umida). A mistura foi mantida sob agitagdo em um agitador orbital (160 rpm) a uma
temperatura de 32 °C por 24 ou 48 horas. ApGs este periodo, o meio reacional foi filtrado, e
as células lavadas com acetato de etila (5 x 10 mL), e a fase aquosa foi extraida com
acetato de etila (5 x 10 mL). As fases organicas foram combinadas e secas com MgSQO,
anidro. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida. O residuo obtido foi entdo analisado
por CLAE.

8.2.29. Procedimento geral para a biorreducdo das cetonas 59a,b com a enzima alcool
desidrogenase de Lactobacillus kefir

Em tubos de plastico de 2,0 mL contendo o composto 59a,b (50 umol; 12,4 mg)
foram adicionados solucdo tampéo de fosfato de pH 7,1 (50 mM, 800 pL) contendo MgCl,
(0,001 mmol; 0,095 mg), NADPH (0,01 mmol, 8,33 mg), 1 U da ADH de L. Kefir e
isopropanol (200 pL). A mistura reacional foi incubada a 30 °C em agitador rotativo a 700
rpm por 24 h. Transferiu-se a mistura reacional para tubos de plastico de 15 mL e adicionou-
se éter etilico (2 mL), entdo agitou-se a solucao resultante em agitador de tubos por 1
minuto, seguido de centrifugacéo (6000 rpm por 3 minutos) para uma melhor separagéo das
fases. A fase aquosa foi extraida novamente com éter etilico (2 mL). As fases organicas

foram combinadas e secas com MgSQO, anidro. A mistura resultante foi analisada por CLAE.
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8.2.30. Procedimento geral para a biorreducdo das cetonas 59a,b com a enzima alcool
desidrogenase de Thermoanaerobium brockii

Em tubos de plastico de 2,0 mL contendo o composto 59a,b (50 pmol; 12,4 mg)
foram adicionados solug&o tampéao de fosfato de pH 7,8 (50 mM, 800 pL) contendo NADPH
(0,01 mmol, 8,33 mg), 1 U da ADH de T. Brockii e isopropanol (200 pL). A mistura reacional
foi incubada a 30 °C em agitador rotativo a 700 rpm por 24 h. Transferiu-se a mistura
reacional para tubos de plastico de 15 mL e adicionou-se éter etilico (2 mL), entdo agitou-se
a solucgdo resultante em agitador de tubos por 1 minuto, seguido de centrifugagéao (6000 rpm
por 3 minutos) para uma melhor separagéo das fases. A fase aquosa foi extraida novamente
com éter etilico (2 mL). As fases orgéanicas foram combinadas e secas com MgSO, anidro. A
mistura resultante foi analisada por CLAE.

8.2.31. Procedimento geral para biorredugdo das cetonas contendo boro 59a-j e 66a,b
pelas ADH de L. brevis (ADH-LB) e R. rubber (ADH-A)

Em um vial de 2 mL, foram adicionados solu¢édo tampé&o (50 mM, pH 7,5) contendo
NADPH (1 mM, quando utilizado a ADH-LB) ou NADH (1 mM, quando utilizado a ADH-A), o
substrato (50 mM), 2-propanol (100 pL) e a ADH [ADH-LB (300 pL, extrato cru) ou ADH-A
(150 pL, precipitado térmico)], levando a um volume final de 1 mL. As amostras foram
incubadas por 24 horas a 30 °C e 120 rpm.

A reacao foi finalizada pela adi¢cdo de éter dietilico (500 uL) e a solugéo resultante foi
agitada e posteriormente centrifugada (5 minutos a 13000 rpm). A fase orgéanica foi
separada e este procedimento foi repetido mais duas vezes. As fases organicas foram
combinadas e secas sob Na,SO, anidro. O solvente foi evaporado sob presséo reduzida, e o
residuo obtido foi analisado por CLAE para a medida dos excessos enantioméricos, e por

CG para a medida das conversoes.
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Espectros Selecionados

STANDARD 1H OBSERVE
~
oxpl stdih E
SANPLE DEC. & VT N
date Dec 3 2007 dfrq 199.973
solvent c0CI3  dn H1
file exp dof 0
ACQUISITION dm nnn
sfrq 199.973  dom c |
tn H1 dmf 7100
at 4.000 PROCESSING |
np 24000 wtfile
W 3000.3 proc ft OH |
fb 1500 fn not used
bs 16
pw 5.0 werr
d1 1.000 wexp
tof 0 wbs |
nt 16 wnt
ct 16
alock n O\B
gain not used I
1 > n fo)
in n
i 9 65a
DISPLAY
p -387. -4
wp 1787, <
vs 426 &
sc
we 240 L
hzmm 7.24
15 500.00 |
1 50.4 |
rfp 0
th 5 [
in 1.000 o
om cdc ph 2
[ " |
~ ©
o« o
AR
] (i
1| ‘ 4] 2
| e -
s
i T |
' x|
< |2
a2 [
< e
|
|l I
|
|
i ‘ “
N LY P - NERY | R - i SR, | S R
y . . : T
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
1.96 1.00 2.93
2.00 1.33 11.59
Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl3) do composto 65a
exp3 stdi3c
SAMPLE DEC. & VT
date Dec 3 2007 dfrg 199.973
solven CDCI3  dn H1
file sdatasalunos/~ dhp 0.5
vnmrsys/data/barce~ dof 0
025.f1d dm yyy
ACQUISITION dmm
sfrq 50.288 f 710
tn C1. PROCESSING o~
at 1,311 1.00 g
np 32768 wtfile .
sw 12500.0 proc it [
fb 7500 fn not used
bs 16
pw 9.5 werr
d1 1.689 wexp
tof 0 wbs
nt le+06 wnt
ct 2128
alock
gain not used
11
in n
P Yy
DISPLAY
~-160.4
wp 10255.3
vs 10i 3
sc g
we ]
hzmm 42.73 b b=
is 500.00 = ®
rfl 5237.9 -
rfp 3881.9 B
th
ins 100.000
nm no ph
se@
385
e °
=4 i o
o
b <
S 2
o ]
8 e
2 |
2
- ; | . ak A o b i N
Rl - W WhA \rvmpnt e gt renye W ~ 4
180 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do composto 65a



m-p inBpheny 1ethanol

expl stdih

SAMPLE
date Dec S 2007
solvent CDC13  dn
file exp
ACQUISITION dm
sfraq 199.973  dmm
H1
at 4.000
wtfile
proc
fb 1500 fn

werr
wexp
tof 0 wbs
nt 16 wnt

7.792
7.745
7.73%
7.732
7.708

f 7100
PROCESSING

ft
not used

7.325

4.957

4.925
——4.893

4.861

)

OH

1

.00

2.007

1.483

1.515

Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl3) do composto 65b

13C OBSERVE

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: COC13
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“gem{ni200"
PULSE SEQUENCE
Relax. delay
Pulse 4 U.gl‘

Acq. time 1.311 sec

Width 12500.0 Hz

688 repetitions

OBSERVE C13, 50.2830687 MHz
DECOUPLE H1, 1993733402 MHz
Power 0 dB

continuously on

1.689 sec

Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 879 hr, 37 min, 29 sec

145.300

131.932

134.071

128.487

—

.108

128

———83.982

- 77.867
77.230

76.593

70.478

TTTTA.25.002

25.305

-0.000

T
160

40

Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do composto 65b
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STANDARD 1H OBSERVE -
=
axpl stdlh L
SAMPLE DEC. & VT
date May 8 2008 dfrq 199.973
solvent €DC13  dn H1
file exp dof 0
ACQUISITION dm nnn o
sfrq 199.973  dmm [
tn H1 f 7100 =
at 4.000 PROCESSING
np 24000 wtfile
5w 3000.3 proc ft
fb 1500 fn not used
bs 16
W 5.0 werr OH
d1 1.000 wexp
tof 0 wbs
nt 16 wnt
ct 16
alocl n
gain not used
FL \B
i n
in n |
dp Yy
DISPLAY o 65¢
-58.7
wp 2016.9
vE 153
5C 0
we 240
hzmm 8.40
§ 0.54
rfl 502.7 -
rfp 0 :’.3
th 2 it
ins 1.000 it
nm  cdc  ph ||
;
22w
g2t a8y
BEeN e
S 19~
- ST @0
| |8 @ ® .
k F 2%°3 =]
~ e & @
| <« | ]e o s
; s
LM I JL__L,_N A LJ U
B L A c = L ey T I — — T
9 8 7 5 2 1 ppm
o ) [ =t - - g
1.94 1.00 1.08 5.67
2.00 9.99 2.93
1
Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl3) do composto 65¢
13C OBSERVE
exp2 stdisc
SAMPLE DEC T
date May 8 2008 dfrq 199.973
solvent €DC13  dn
Te exp dhp 0.5
ACQUISITION dof
sfrq 50.288 dm yyy
tn C13  dmm a
at 1.311 dmf 7100 - ead i
np 32768 PROCESSING o Qne o
W 12500.0 1b 1.00 : ooy s
b 7500 wtfile S NN o
bs 16 proc Tt = 7 &
pw 9.5 fn not used -
d1 1.689
tof werr
nt 16406 wexp
ct 320 wbs
alock nownt <
gain not used o
S s
11 -
in n -
dp
DISPLAY
-141.4
wp 10540.7
vs 115
5C [
we 240
hzmm 43.92
is 500.00
rfl 5288.7
rfp 3883.4 o
th 20 H
ins 100.000 o - -
nm no  ph [ = S
ﬁ ]
| @
ia
| ’.
o
&
= |
w |
g \
<
i \
|
B e e e SR AR A B/ e o s o s T T T T T T T ALY B L5 i
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls) do composto 65¢
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STANDARD 1H OBSERVE

expl stdlh

SAMPLE
date May 12 2008
solvent cocis
e exp

ACQUISITION
frg 199.973
tn H1
at 4.000
np 24000
W 3000.3
b 1500
bs 16
W 5.0
dl 1.000
tof 0
nt 16
ct 16
alock n
pain not used
i n
in n
P

DISPLAY
sp -93.9
wp 2061.9
vs 149
5C 0
we 240
hzmm 8.59
is 500.00
rra 503.8
rfp 0
th 1
ins 1.000

nm cdc  ph

13C OBSERVE
exp2 stdl3c

0
5
DEC. & VT bt
dfrq 199,973 OH
dn H1
dof 0
dm nnn
dmm c
dmf 7100 3
PROCESSING 0
wtfile .
proc i o
fn not used
werr
wexp
b oB~o 65d
wnt
"
A
-
o
ERE
nvvd) :
AWA i
W! o
. A L . B e T !
7 6 5 4 3
0.97 0.99 1.00 0.98 5.82
0.99 1.01 4.08 z.96

e.000

176

-
)
SAMPLE DEC. & VT B
date May 12 2008 dfrq 189.973 o
solvent €DC13  dn H1 ot p
file exp dhp 0.5 i
ACQUISITION of 0 2
sfrq 50.288 dm yyy o
tn C13  dmm b
at 1.811 dmf 7100
np 32768 PROCESSING
5w 12500.0 1b 1.00
b 7500 wtfile
bs 16 proc ft
pw 9.5 fn not used
d1 1.689
tof 0 werr
nt 1e+06  wexp
ct 320 wbs
alock wnt
gain got used
1 n
in n
dp y
DISPLAY
5p -190.2 2
wp 9641.9 @
vs 130 o
5C PR3N
we 240 e
hzmm 40.17 ona
s 36.70 SO
rfl 5239.4 @
rfp 3883.4 Lo |
th 20
ins 100.000 s 2
hm no e o N o
8 _2 o w
~8Y N o
~o |
\&j
~
| ¢
i s
ol ] :
3
g ¥
w
<
&)
L B e o o B A 8 L U M B S S B e e e T v T
180 160 149 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) do composto 65d



p-pinBphOAC

<
exp2 stdih &
SANPLE DEC. & VT i
date Jan 8 2008 dfrq 199,973 [e) B
solvent c0CI3  dn H1 [
file exp dof 0
ACQUISITION dm nnn
sfrq 189.973  dwm c le}
tn H1  dmf 7100
at 4.000 PROCESSING
np 24000 wtfile
sw 3000.3 proc ft
b 1500 fn not used
bs 16
pw 5.0 werr
d1 1.000 wexp O«
tof whs B
nt 4 wnt 7
ct a
alock n O 72a
gain not used
n
in n
y
DISPLAY
wp 1966.1
vs 157
sC bl
we 240 S
hzmm 8.19 a5
is 500.00
rfl 502.2
rfp 0
th 2
ins 1.000
nm cdc ph
=
g
-
o (
~_28 o
JeoR Do
SR BE
e KL 22
~1J G oD
L ] f e
J\L,"U L B | S *‘x—g_w‘/u\;**—t
— — [~ — : ————
9 8 7 6 5 ) 2 1
w v v " o
1.94 1.00 2.86
1.99 87 11.57

p-p inBphOAC

1.507

—-0.000

ppm

o
S8
expl stdi3c S
0l
SAMPLE DEC. & VT QS
date Jan 8 2008 dfrq 199.973 1
solvent cDc13  dn H1 Y
file exp dhp 0.5
ACQUISITION dof 0
sfrq 50.288 dm yyy
tn €13 dmm W
at 1.311 dnf 7100
np 32768 PROCESSING
sw 12500.0 1.00 |
b 7500 wtfile |
bs 16 proc it |
oW 9.5 fn not used |
d1 1.689
tof 0 werr
nt 10406  wexp
ct 0 whs
alock n wnt >
gain not used a
GS =
n 2
in n -
dp y &
DISPLAY 2
sp -91. 2
wp 10216.4 P
vs 165 &
sC 0
we 240
hzmm 42.57
is 500.00 | [
rfl 5237.9
rfp 3881.9 |
th 13
fns 100.000 25
o no  ph i 3w
o <~ @
| 8 KR
3¢
SRw
gr
xS T .
9 i
N
©
&
o
© < |
8 < |
¢ b
s |
] [
|
|
|
|
A NI bl Lo
WA v MU i N o oo L o “
B T e A o e : ; e — .
180 160 140 120 100 80 60 40

Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do composto 722

177



STANDARD 1H OBSERVE

expl stdilh
SAMPLE DEC. vT
date Feb 3 2008 dfrq 199.973
solvent CDC13  dn H1
file exp dof 0
ACQUISITION dm nnn O
sfrq 199.973  dmm c
tn H1  dmf 7100
at 4.000 PROCESSING
np 24000 wtfile
sw 3000.3 proc ft O
fb 1500 fn not used
bs 16
pw 5.0 werr
d1 1.000 wexp
tof whbs
nt 32 wnt
ct 32
alock n
gain not used
1 n . 72b
in n O
dp y
DISPLAY
sp -24.2
wp 1874.8
vs 155
5C 0
we 240
hzmm 7.81
is 500.00
rfl 500.9
rfp 0
th 3
ins 1.000
nm  cdc ph
- L
>0 < -
RIS 3087 B
~hRORNEEY ' RN
[SeRantas R
W~ P> ‘;,:mm 2
P 1.
]
|
|
' !(
o MM N e
—T 77 T T —— T —r—T— T —T
9 8 7 6 4 3
1.98 1.00

&
3
&
s
g
&
.
o
EE
e ]
Q
D S
2
88
2.90 11.79

Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl3) do composto 72b

13C OBSERVE

exp2 stdi3c
SAMNPLE DEC. & VT
date Feb 3 2008 dfrg 199.973
solvent CDC13  dn H1
file exp dhp 0.5
ACQUISITION dof 0
sfrg 50.288 dm yyy
tn C13  dmm w
at 1.311 dmf 7100
np 32768 PROCESSING
sw 12500.0 b 1.00
fb 7500 wtfile
bs 16 proc ft
W 8.5 fn not used
d1 1.689
tof 0 werr
nt 1e+06 wexp 2
ct 448  wbs @
alock wnt <
gain not used v
FL o
i1 n
in n
dp y
DISPLAY
sp -165.0
wp 10399.5
Vs 89
sC 0
we 240
hzmm 43.33
is 500.00
rfl 5238.7 |
rfp 3883.4
th
ins 100.000 fd
nm no ph .
3.8
e
1o oy -
Yos T ae ~
|2 15 2 Sneq ®
-“ i® S ™AW S
(& ;o b4
= PN a
J L N
| | ‘ J
o~ ‘ | (
3 |
a
- | |
< |
a = [ |
3
a | |
s
= |
| |
|
| | |
o O i - A | p -
Ll s y i RV IV Y ) i "
N RARARAR B T s —T T T T T a — T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro de RMN de

¥4 (50 MHz, CDCl;) do composto 72b
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STANDARD 1H OBSERVE »
s
expl stdilh s
-
SAMPLE DE VT
date May 10 2008 dfrq 199.973 O
solvent cOC13  dn H1
e exp dof
ACQUISITION dm nnn
sfrq 199.973  dmm o
tn HL  dmf 7100
at 4.000 PROCESSING
np 24000 wtfile 8
sW 3000.3 proc ft ~
b 1500 fn not used ,, <
bs e 5
pw .0 werr e
di 1.000 wexp ON r
tof 0 wbs ?
nt 16 wnt
ot 16 lo) 72c
aloc n
gain not used
n n
in n
dp y
DISPLAY
sp -39.4
wp 1871.3 |
vs 1
sC 0
we 240
hzmm 7.80
is 750.00
rfl 504.9
rfp 0
th 2
ins 1.000 &
nm  cdc  ph re
by
v
T
»
L 83
R %y
o ™o
i W
=1 Mg,
"
o
| ~
z
<
R e J
. S — | e - T
9 S 4 3 2 1 ppm
= e - B o = b
2.00 1.00 3.34 £
2.08 a.ar 2,98
1
Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl3) do composto 72c
13C OBSERVE
< - ®
exp2 stdl3c - 1 ~
SAMPLE DEC. & VT @ N s
date May 10 2008 dfrqg 199,973 = o |
solvent cDC13  dn H1 2
file /data/alunos/~ dhp 0.5 i
barcel110s066C.fid dof 0 <
ACQUISITION dm yyy o
sfrq 50.288 dmm w
tn 13 dmf 7100
at 1.811 PROCESSING
np 32768 .00
sw 12500.0 wtfile
b 7500 proc ft
bs 16 fn not used
pw 1S
d1 1.689 werr
tof 0 wexp
nt 16406  wbs
ct 304 wnt
aloc n
gain not used
GS
i n
in n
P y
DISPLAY
sp -256.1
wp 9641.9
vs 151
sC 0
we 240
hzmm 40.17 N
1s 500.00 & S
rfl 1372.4 ©o o
rfp 0 b A8 G
}:s 100 nég Ree s
: S b
o no  ph | | l a
il o~
m J
I
@
@
a
=
o |
@ <
9 3
a
&
=TT T L e e e R LI e e o i e R L e e e o A L B W e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro de RMN de *H (50 MHz, CDCls) do composto 72¢
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STANDARD 1H OBSERVE =
expl stdlh f
SAMPLE DEC. & VT

date May 10 2008 dfrg 199.978
solvent cpc18  dn H1
file exp dof 0 -

ACQUISITION dm nnn =3 b
sfrq 199.973  dmm c (o] @ ]
tn H1  dmf 7100 ~
at 4.000 PROCESSING ”
np 24000 wtfile
sw 3000.3 proc ft (@)
fb 1500 fn not used
bs 16
pw 5.0 werr
a1 1.000 wexp
tof 0 bs
nt 16 wnt
ct 16
alock
gain not used

n 72d
in n
dp y
DISPLAY
sp -38.8
wp 1813.6
vs 155
sC
we 240
hzmm 7.56
is 500.00
rfl 504.0
rfp 0 o
th 3 8%
ins 1.000 25
nm cdc  ph «\"
L)

13C OBSERVE

”
exp3  stdidc -
SANPLE DEC. & VT e R
date May 10 2008 dfrq 199.973 |
solvent cOCI3  dn H1 A
e exp dhp 0.5 (
ACQUISITION dof 0
sfrq 50.288 dm yyy =
tn C13 dmm w =
at 1.311 dmf 7100 | o
np 32768 PROCESSING N
5w 12500.0 1b 1.00
b 7500 wtfile
bs 16 proc ft
W 9.5 fn not used
d1 1.689
tof 0 werr |
nt 1e+06  wexp
ct 272 whs
alock n wnt ‘
gain not used
FLAGS
1 n
in n ”
dp ¥ ]
DISPLAY R
sp -156.6 G
wp 10282.0 na
vs 45 ]
sC 0 ~
we 240 “ o
hzmm 42.84 2 =
500,00 % 5 ~o| N &
rfl 5238.7 I ol N o
rip 38834 YR 8% &
th 11 i NN
ins 100.000 | L @
nm no  ph [ L bt
] -
IS
‘ " /}
©
0 |
| ]
| ‘l b
&
o
@
©
s
s
3
3 r
5
&
s ‘ ‘
b
5
|
T L e e e L o i R e e T
180 160 140 120 100 80 60 40

Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do composto 72d



STANDARD 1H OBSERVE

181

o
expl stdih |
{
SANPLE DEC. & VT j
date Feb 2 2008 dfrq 199.973
solvent cOC18  dn H
exp dof 0
ACQUISITION dm nnn
sfrq 199.973 dmm |
tn H1 dmf 7100
at 4.000 PROCESSING
np 24000 wtfile
sw 3000.3 proc t OH
b 1500 fn ot used
bs 16 o
pw 1.0 werr |
d1 1.000 wexp SBTNXY |
tof 0 wbs 7
nt 32 wnt
c: 32 (@]
alock n
gain not used 65e
i n
in n
y
DISPLAY
sp -76.7
wp 1906.4
vs 155
sc 0
we 240
hzom 7.94
is 500.00
rf1 4si.s
rfp 0
th 2
ins 1.000
nm cdc
Saun
BenF sn2e Runo8
S2z% sean a538°
Cow® | 7w T ceeS o -
" ] 2 2
| H4 S
\r 5 &
| | |
|
I
o 717 ST || W e oo o
. e e — — — : -
9 8 7 6 1 ppm
0.90 1.00 16.97
0.99 .49
Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl3) do composto 65e
13C OBSERVE
2
exp2  stdi3c H
SAMPLE DEC. & VT M
date Feb 2 2008 dfrq 199.973
solvent €DC13  dn H
e exp
ACQUISITION
strq 50.288
tn c13
at 1.311
np 32768
sw 12500.0
b 7500
bs 16
pw 9.5
d1 1.689
tof werr
nt 16406 wexp
ct 560 wbs
alock n wnt
gain not used
i n
in n
P ¥y
DISPLAY
sp -68.9
wp 10127.9
vs 1
sC
we 24
hzmm 42.20
is 500,00
rf1 5237.9
rfp 3883.4
th
ins 100.000
nm no ph
-
IS
5
3 8 8
© 8 Now®
2 § 58 |
o s B o
E = ’ °
-
]
|
\‘ !
, = i
e S B o S ST —— — - T e ; B e e e
180 160 140 120 100 80 20 ppm

Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do composto 65e



STANDARD 1H OBSERVE

expl stdilh
SAMPLE
date Feb 6 2008
solvent cDC13
file exp
ACQUISITION

sfrq 199.973
tn H1
at 4.000
np 24000
W 3000.3
fb 1500
bs 16
pw 5.0

1 1.000
tof 0
nt a
ct a
alock
gain not used
i n
in n
dp Y

DISPLAY

sp -47.2
wp 1845.1
vs 153
sc
we 240
hzmm 7.6

s 500.00
rfl 496.7
rfp 0
th 2
ins 1.000

nm cdc ph

DEC. & VT
dfrq 191.978
dn H1

dof 0

dm ann

dmm

dmf 7100

PROCESSING

wtfile

proc ft

fn not used

werr

wexp

whs

wnt
Send
I
©le®

2.063

°
~
-

Y
3.10

0.000

VNEOPrY)

11.41

Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do composto 72e

13C OBSERVE
exp2 stdi3c

SAMPLE

date Feb 6 2008
solvent coc13

1e exp

ACQUISITION
sfrq .288
tn 18
at 1.311
np 327
sw 12500.0
b 7500
bs 1
pw 9.
d1 1.688
tof
nt 16406
ct 480
aloc!
gain not used
i n
in n
dp Yy

DISPLAY
sp -171.9
wp 10479.6
vs 124
sc
we 240
hzmm 43.67
500.00

rfl 5237.9
rfp 3883.4
th
ins 100.000
nm no ph

200 180

DEC. & VT
dfrq 199.973
dn H1
dhp 0.5
dof 0
dm yyy
dmm w

f 7100
PROCESSING
1.00

wtfile
proc ft
fn not used

werr
wexp
whs
wnt

151.384

170.382

83.573

~—177.867

=————%7.230

76.593

71.434

24.871

24,926

21.345
19.752

Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do composto 72e

ppm
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl;) do composto 65f (expans&o)
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Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCl;) do composto 65f (expansao)
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl;) do composto 72f

LLSL™ D ~—_
ZELL'O
S88L°0 —

898T'T
€661°
sTvZ”
8082"
1162°
562"
ve62”
¥90€"
€11e”
ESTE"
£12¢°
992€"
gove”
EISE”
09LE"
9rge”
500b
801"
6STh"
692"
80€Y”
SPED”
€EVy”
L8by”
c9sy”
z09%p "
TR
LL9Y"
9sLy”
£6LY”
9e8y -
698"
1560
905"
9Ts"
0zss”
1955°
L195"
8996"
szLs®
€9L5"
b6LSG"
1€85°
vL8S”
165"
665"
0£09°
Zr19°

A A A AAAAAAAAAAA A A A A A A A A AAAAAAAAA A A A AAAAAA A A A A A A

£858°

Ma

FS10°2 L\\\1

)

SO SEREOy v IRUNPYAY | DN S

T

opm

.8

n

.6

o~

o~

Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl;) do composto 72f (expans&o)
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl;) do composto 72f (expans&o)

Barcellc TBO3QRMN 03/11/08

Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) do composto 72f
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Espectro de RMN de *3C (125 MHz, CDCl;) do composto 72f (expansao)



25 R8RS 38288 285
B 5883 NEEISd 283
rsvT NSNS mnnulnnlnm N5
W e =~ I\

P s
o OH
65i

il

188

[ W
L |
Y e il
d
8 3 8 g8 I
g 3 g g s
9.5 9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 -0.5
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ester pinacolico do ac. 4-(1-aminoetil)feniliboronico
Pulse Sequence: s2pul

Solve CcDC13

Ambient temperature

GEMINI-200 “gemini200"

PULSE SEQUENCE

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.2 degrees
Acq. time 4.000 sec

Width 3000.3 Hz

—1.340

16 repetitions NH2
OBSERVE _ H1, 199.9723336 NHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 1 min, 22 sec
O\B
/
(0]
84a
oo
FH
2
-
1 -
Np ©20 oo
238875 883 o
W "
2 Tz g
&7 s
[/ 7
[ |
|
|
n R S
T 7 T T T ¥ T T T ¥ T T
9 8 7 6 4 3 2 1 ppm
w w -
1.92 3.00
1.94 12.66

Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl3) do composto 84a

ester pinacolico do ac. 4-(1-aminoetil)f

enilboronico (>
3
exp2 stdi3c i
<
SAMPLE DEC. & VT
date Apr 30 2008 dfrq 199,973
solvent cDci3  dn H1
file oxp  dhp 0.5
ACQUISTTION dof 0
sfrq 50.288  dm yyy
tn C13  dmm W
at 1.311 f 6900
np 32768 PROCESSING
5w 12500.0 1.00
fb 7500 wtfile
bs 16 proc ft
pw 9.9 fn not used
d1 1.689
tof 0 werr
nt 10406  wexp
ct 512 wbs
alock n wnt
gain not used
S -
1 n °
in n T *
» & b
DISPLAY 5 o
=120.0 8
wp 102492 -
vs 155
sC
we 2
hzmm 42.70
500.00
rfl 5237.9
rfp 3883.4
th
ins 100.000 ~
o no 8 ®
m £
2 d
2 o
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ester pinacolico do ac. 3-(1-aminoetil)fenilboronico

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
GEMINI-200 *"gemini200"

PULSE SEQUENCE

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 19.1 degrees
Acq. time 4.000 sec
width 3000.3 Hz

32 repetitions

1.341

OBSERVE _ H1, 199.9723404 NHz
DATA PROCESSING —
FT size 32768 NH,

Total time 2 min, 44 sec

[-J

H
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3 S
K&
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Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl3) do composto 84b

ester pinacolico do ac 3-(1-aminoetil)fe

nilboronico @
£
exp2 stdi3c <
S
SAMPLE DEC. & VT
date May 6 2009 dfrq 199.973 ’
solvent cDC13  dn H1
e exp dhp 0.5
ACQUISITION dof 0
sfrq 50.288 dm yyy
tn C13  dmm
at 1.311 dmf 6900
np 32768 PROCESSING
sw 12500.0 1.00
b 7500 wtfile
bs 16 proc ft
pw 9.9 fn not used
d1 1.689
tof 0 werr
nt le+06 wexp
ct 384 wbs
alock n o wnt
gain not used
11 n
in n
dp y
DISPLAY
77.3
wp 10179.8
vs 162
sC
we 2
hzam 42.42
s 500.00
el 5241.7 o “
rfp 3883, % &
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Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do composto 86a

ester pinacolico 4-(l1-acetilaminoetil)fe . | =
nilboronico = gl
expl stdih r: =
SAMPLE DE vT
date May 4 2008 dfrq 199.973
solvent CDC13  dn H1
flle exp dof 0
ACQUISITION dm nnn
sfrg 199.973 dmm o}
tn H1 dmf 6900
at 4.000 PROCESSING
np 000 wtfile HN
5w 3000.3 proc ft
fib 1500 fn not used
bs 1
pw 11.8 werr react
d1 1.000 wexp O
tof whs B
nt 52 wnt 7
ct 32 fo)
alock 86a
gain not used
hl n
in n B
dp ¥ -
DISPLAY -
sp -31.9 -
wp 1998.7 |
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Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl3) do composto 86a
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e
S
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o
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date May 4 2009 dfrq 199.973
solvent €DC13  dn H1
file ex| dhp 0.5
ACQUISITION dof 0
sfrg 50.288 dm yyy
tn C13  dmm w
at 1.311 dmf 6900
np 32768 PROCESSING
SW 12500.0 1.00
fb 7500 wtfile
bs 16 proc ft
pw 9.9 fn not used
d1 1.689
tof werr
nt le+06 wexp
ct 512 whbs
alock n wnt
gain not used
1 n -
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