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RESUMO

7

A catalise assimétrica € uma interessante via de obtencdo de compostos
enantiomericamente puros ou com elevada pureza enantiomérica. A catalise
assimétrica se divide em trés grandes areas: organocatalise, biocatalise e catélise
metalica. Este trabalho focou na sintese de cromenos (benzopiranos) através da
organocatédlise e biocatélise da reacdo oxa-Michael-aldol de nitroestireno ou
cinamaldeido com salicilaldeido. Cromenos s&o heterociclos com um nucleo
basico constituido de um anel pirano fundido a um anel benzénico (biciclicos).
Sao importantes moléculas para diversos ramos industriais, mas principalmente o
farmacéutico. Farmacos quirais ocupam um lugar de destague na industria pela
capacidade destes em interagir seletivamente com enzimas ou com um receptor
biolégico estereoespecifico (macromoléculas quirais), provocando assim uma
resposta bioldgica. Através da organocatalise, usando-se tiazolidinas (3a e 3b) e
derivado da L-prolina (4) em diferentes condigdes, buscou-se sintetizar 0s
compostos la e 1b, com excesso enantiomérico. Os resultados apontaram que
para as condicdes e compostos testados, ndo € possivel sintetizar as moléculas
com excesso enantiomérico. Com o uso de enzimas (biocatalise), CAL-B e a-
amilase, tentou-se sintetizar os compostos la e 1lb, 2a e 2b com excesso
enantiomérico, mais uma vez sem sucesso. Tanto na organocatalise quanto na
biocatélise dos derivados cromenos que se tentou sintetizar, ndo se obteve éxito
guanto ao excesso enantiomérico, isso pode estar relacionado a ndo ativacédo do
nucledfilo e eletrofilo ou falta de orientacéo induzida da olefina durante a etapa de
transicao.

Palavras-chave: Catélise assimétrica, Organocatalise, Biocatalise, Cromenos.
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ABSTRACT

Asymmetric catalysis is an interesting way to obtain obtain enantiomerically pure
or enantioenriched compounds. Asymmetric catalysis can be divided in:
organocatalysis, biocatalysis and metallic catalysis. This work focused on the
synthesis of chromenes (benzopyrans) through organocatalysis or biocatalysis of
the oxa-Michael-aldol reaction of nitrostyrene or cinnamaldehyde with
salicylaldehyde. Chromenes are heterocycles with a basic nucleus consisting of a
pyran ring fused to a benzene ring (bicyclic). They are important molecules for
several industrial branches, but mainly the pharmaceutical one. Chiral drugs
occupy a prominent place in the industry due to their ability to selectively interact
with enzymes or with a stereospecific biological receptor (chiral macromolecules),
thus provoking a biological response. Through organocatalysis, using thiazolidines
(3a and 3b) and L-proline derivative (4) under different conditions, it was
attempted to synthesize compounds la and 1b, with enantiomeric excess. The
results showed that for the conditions and compounds tested, it is not possible to
synthesize molecules with enantiomeric excess. With the use of enzymes
(biocatalysis), CAL-B and a-amylase, attempts were made to synthesize
compounds la and 1b, 2a and 2b with enantiomeric excess, once again without
success. Both in the organocatalysis and in the biocatalysis of the chromene
derivatives that were tried to synthesize, the enantiomeric excess was
unsuccessful, this may be related to non-activation of the nucleophile and
electrophile or lack of induced orientation of the olefin during the transition step.

Keywords: Asymmetric catalysis, Organocatalysis, Biocatalysis, Chromenes.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESTEREOQUIMICA, ISOMERIA E REACOES ORGANICAS

Compostos de carbono, que € tetravalente, apresentam varias
possibilidades estruturais. Atomos de carbono, ao formar cadeias carbonicas,
podem apresentar geometria tetraédrica, trigonal ou linear. Isso ocorre devido a
capacidade dos seus orbitais s e p, do nivel mais externo, se hibridizarem

formando novos orbitais do tipo sp?, sp? ou sp.

B M mec=cH

Figura 1 Moléculas contendo carbonos tetraédrico, trigonal e linear respectivamente.

A possibilidade da vida na terra, e até onde se sabe no universo, é estrita a
existéncia de cadeias carbbnicas que formam compostos como: agUcares,
aminoéacidos, que compdem as proteinas, e acidos nucleicos. Encontrada em
alimentos ricos em proteinas como: ovo, carne, leite e derivados, soja e feijdo, a
L-lisina (Figura 2) € um aminoéacido essencial que ndo pode ser biosintetizado!. A
lisina ajuda o corpo humano a absorver célcio e desempenha um papel
importante na formagdo de coldgeno, uma substancia importante para 0s 0Ssos e
tecidos conjuntivos, incluindo pele, tenddes e cartilagens.

Os aminoéacidos sdo compostos anfiproticos, ou seja, que podem receber
ou doar prétons. Também sdo anfotéricos, pois na sua cadeia hd um grupo acido
e um basico, o que faz com que possam reagir tanto com um acido quanto com
uma base. Em pH fisiolégico, proximo de 7, a L-lisina existe na sua forma
carregada positivamente (Figura 2). Na faixa de pH 9,2 a 10,8 assume a forma de
um "zwitterion", molécula neutra que apresenta atomos com carga positiva e
negativa em equivaléncia na estrutura (Figura 2). Os aminoécidos e ou seus
derivados podem ser utilizados pela industria farmacéutica, um exemplo é o
cloridrato de lisina que pode ser usado na profilaxia do herpes simples recorrente

orolabial?.
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Figura 2 (2S)-2,6-Acido diaminohexanoico (L-lisina).

O arranjo espacial dos compostos de carbono diz muito sobre suas
propriedades fisicas, quimicas e bioquimicas. A temperatura de ebulicdo do
isobutano é -11,7 °C e do butano é -1 °C (Figura 3).

PPN

C4Hio  CyH1o

Figura 3 Exemplos de isbmeros constitucionais.

Uma possibilidade interessante que envolve o arranjo dos atomos em
compostos organicos € de duas ou mais moléculas apresentarem isomeria. Em
1830 o sueco Jons Jakob Berzelius (1779-1848) cunhou os termos: isdmero e
isomeria®. A palavra deriva do grego isos que significa "igual", e meros que
significa "parte". Isomeria € um fenbmeno em que mais de um composto
apresenta a mesma formula molecular e diferente féormula estrutural e
propriedades, ndo necessariamente todas.

Compostos que apresentam mesma formula molecular, ou seja, mesma
composicdo atdmica e que diferem quanto a conectividade de seus elementos ou

no arranjo espacial dos mesmos sdo chamados de isdmeros (Figura 4)%.

Figura 4 Dois isdmeros: um éter e um alcool.
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Eles se dividem em constitucionais cujos compostos se diferem devido a
conectividade dos atomos e os estereoisbmeros, que apresentam a mesma
conectividade, porém, a disposicdo espacial de seus atomos € diferente.
Estereoisomeros se dividem em dois grupos: os diastereocisbmeros e o0s
enantibmeros. Ha também os estereoisdmeros conformacionais, que estdo

relacionados um ao outro por rotacdes de ligacdes. Figura 5.

Isomeros
Isomeros Estereoisomeros
constitucionais
F
)v F/\\/\ | ’
Enantiomeros Diastereocisomeros

Br F
'
' H f H Bi
' (R)
N7 Lty
'
'
'

H H H
F F
H HoH H
H

"

(s)

Figura 5 Tipos de isomeria.

Dois exemplos de diastereoisdbmeros sdo os acidos maleico e fuméarico
(Figura 6), cujas estruturas fornecem um comportamento quimico diferente para
cada molécula. Ao contrario do isbmero E, acido fumarico, o acido maleico &
capaz de sofrer uma desidratacdo intramolecular, uma vez que suas carboxilas

estdo no mesmo plano, sendo ele o isdmero Z°.
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(ONO) (0] H
HO OH OH
— HO™
H H H O
Acido Maleico Acido Fumarico
C4H40, C4H404

Figura 6 Exemplos de diastereoisdbmeros, acidos maleico e fumérico.

Em 1848 Louis Pasteur anunciou na sessdo da Académie des Sciences
(Académia de Ciéncias) no Instituto da Franca em Paris, a descoberta de que os
formatos dos cristais de acido tartarico e de seus sais formados em tonéis de
vinho eram diferentes, sendo assim pouco simétricos®. Ao isolar as substancias

percebeu que desviavam o plano da luz polarizada para lados opostos.

OH OH OH

~OH OH OH
@) ' O 0]

O ‘1
OH ONoH ° OH

OH OH OH
(+)-(R,R)-Acido Tartarico  (-)-(S,S)-Acido Tartarico ~ meso-Acido Tartarico

Figura 7 Estruturas dos isdbmeros do acido tartarico, um exemplo de estereoisdbmeros.

Pasteur passou pela tradicional educacdo francesa, na qual o deixou:
proficiente em latim e grego, 6timo em ciéncias e retérica®. Em 1881 foi eleito
membro da "Academia Francesa de Letras". Termos como assimetria ou
dissimetria ndo eram usados nas areas de ciéncias ou quase ndo usados,
tampouco havia na época conhecimentos abrangentes sobre estruturas
moleculares, ligacOes, reacbes e estereoquimica. Pasteur para classificar as
substancias estudadas adotou termos franceses dissymétrie (dissimetria) e sua
forma de adjetivo dissymétriqgue (dissimétrica), acredita-se que ele entendeu a
diferenca cientifica entre assimetria (auséncia de simetria) e quiralidade (a ideia,
nao a palavra), por isso usou dissimetria (Quase nenhuma simetria) e evitou
assimetria. Ao longo do seu trabalho passou a usar o termo dissimetria para
comparar imagens especulares nao sobreponiveis. O fisico britanico Sir William
Thomson (Lord Kelvin, 1824-1907) em 1894, criou os termos quiral e quiralidade.

Pouco depois foram introduzidos: racémico, prefixos levo- e dextro-3.
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Quiralidade é um fendmeno relacionado ao arranjo espacial das moléculas
organicas, uma molécula quiral € aquela que apresenta imagem especular néo
sobreponivel. Para que haja quiralidade a molécula ndo deve ser sobreponivel a
sua imagem especular e para isso apresentar: um centro de quiralidade (C*, Si*,
S*, P*, N*, (em que asterisco (*) indica que esta ligado a grupos diferentes), eixo
de quiralidade (alcenos e espiranos), plano de quiralidade, ou uma forma de
hélice (hexaecileno)’. Uma molécula quiral ndo apresenta plano de simetria e um
carbono quiral ou assimétrico € aquele que apresenta quatro grupos ligantes
diferentes, em uma molécula ele € chamado de centro de quiralidade. A figura 8

retrata duas espécies quirais.
AN

Figura 8 Cristais quirais, imagem especular uma do outro. Adaptado®.

Enantibmeros sdo compostos quirais, uma vez que, Sao imagens
especulares ndo sobreponiveis. Geralmente o par de enantibmeros apresenta
propriedades fisico-quimicas praticamente idénticas, entretanto desviam o plano
da luz polarizada em dire¢des opostas. Eles também diferem na reatividade com
um receptor.

Enantibmeros puros sao opticamente ativos, ou seja, provocam rotacao
liquida no plano da luz polarizada. Uma mistura equimolar de dois enantibmeros,
chamada de mistura racémica, ndo € opticamente ativa. Para misturas em que a
guantidade de um dos enantibmeros € maior, 0 termo excesso enantiomérico
(ee), introduzido em 1971 por Morrison e Mosher®, é utilizado para se referir a
propor¢cdo maior de um com relagéo ao outro.

Tendo o enantibmero um Unico centro de quiralidade, a troca entre dois de
seus grupos ligados a esse centro, provoca a sua conversao no outro que € seu

par. O aomo em que uma troca de grupos produz um estereocisbmero é
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denominado centro estereogénico®. Como estereoisdbmeros nem sempre sdo
quirais, um centro estereogénico também nao sera sempre um centro quiral.
Diastereoisdmeros ativos sao iguais a 2" em que n € o numero de centros
quirais. Esse célculo pode ser afetado caso haja um diastereoisdbmero meso (tem
plano de simetria), que € aquiral e é opticamente inativo. No geral os
diastereoisdmeros apresentam propriedades fisicas e quimicas diferentes e
podem ser identificados por técnicas como: difracdo de raios X, infravermelho,
RMN e espectrometria de massas. Os enantibmeros podem ser identificados pela
rotacdo Optica (alfa), RMN com solvente quiral, CLAE e CGL com fase

estacionéria quiral, dentre outras.

Enantidmeros

e B
HO,C~ OH HO CO,H

HO OH

acido (2R, 3S)-dihidroxibutirico acido (2S,3R)-dihidroxibutirico
>Diastereoisémeros

HO  COH HO,C  OH
OH HO
acido (2S,3S)-dihidroxibutirico acido (2R, 3R)-dihidroxibutirico -
N J
Y

Enantidmeros

Figura 9 Enantibmeros e diastereoisdmeros.

1.2 SINTESE ASSIMETRICA

Desde o advento da quimica organica como subarea da quimica em 1828
guando o alemé&o Friedrich Wohler (1800-1882), que teve uma posi¢cdo no
laboratério de Berzelius!?, sintetizou a ureia a partir de substancias inorganicas

(Figura 10), a sintese organica entrou em evidéncia?.

o)
S
NS 02c=n A .
H,N" NH,

Figura 10 Sintese da ureia.
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Atualmente ha uma preocupagdo com a sintese organica assimétrica, isso
se da por muitos motivos, inclusive pelo fato de o meio biolégico do corpo humano
ser quiral, e por isso, para o tratamento de diversas enfermidades ser necessario
0 uso de farmacos quirais.

Mefloquina (Figura 11), um derivado da quinolina, € usado no tratamento e
prevencdo da malaria®® a administracdo é feita da mistura racémica dos

enantibmeros (R,S) e (S,R).

Figura 11 Enantibmeros da Mefloquina.

Moléculas como enantibmeros ao interagir seletivamente com enzimas ou
com um receptor biologico estereoespecifico (macromoléculas quirais), podem
provocar respostas diferentes no corpo de um ser vivo. Elas interagem se ligando
por forcas intermoleculares: eletrostaticas, de dispersao, hidrofébicas, ligacdes de
hidrogénio e ligacdes covalentes e provocam um ou mais efeitos bioldgicos.
Outras interagem no lugar de substancias fisiol6gicas provocando o blogueio de
respostas biologicas.

Os grupos farmacoforicos ligantes de um farmaco devem estar na posicao
correta para se ligarem ao receptor de forma efetiva, por isso, na maior parte das
vezes o par de enantibmeros terd uma resposta diferente ao tentar interagir com o

sitio. Figura 12.
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Figura 12 Modelo chave/fechadura, interacdo de enantidbmeros e sitios ativos de enzimas.

A identificacdo de sabores, aromas, toxicidade e atividades bioldgicas dos
enantibmeros se deve pela enantiodiferenciacdo bioldgica.

Um exemplo de enantibmeros que apresentam propriedades
organolépticas diferentes sdo os isébmeros do aminoacido ndo essencial
asparagina. Foi o primeiro aminoacido isolado, enquanto a L-asparagina nédo
apresenta sabor a D-asparagina tem sabor adocicado (Figura 13). A asparagina
ao reagir com agucares redutores como 0s encontrados em pdaes, batatas e
outros, durante aquecimento ou fritura em altas temperaturas podem produzir
acrilamida que € potencialmente mutagénica e carcinogénica para 0 ser

humano!4.

0] 0]
HoN H,oN
T I
O NH, O NH,
L-asparagina D-asparagina

Figura 13 Isbmeros da asparagina.

Existem medicamentos em que o farmaco € uma mistura racémica dos
enantibmeros, outros sdo um desses enantidmeros puros ou com alta pureza. A
sintese organica assimétrica, que € o uso de reacfes stereoseletivas onde uma

nova unidade estereogénica quiral é criada, visa justamente a preparagdo de

substancias enantiomericamente puras ou com pureza elevada de um dos
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enantibmeros. Tal modo de reacdo organica enantiosseletiva pode produzir
compostos que mimetizam enzimas e outras substancias bioldgicas.

Quando se tenta realizar uma sintese assimétrica e esta ndo é direcionada,
tende-se a formar uma mistura racémica. Caso o objetivo seja de fato um dos
enantibmeros apenas, deve-se buscar métodos que auxilie no direcionamento do
composto pretendido.

A sintese e uso de farmacos enantiomericamente puros pode ter uma
barreira quando se trata de valores econ6micos. Dependendo da rota sintética
pode haver varias etapas de sintese, ou ainda alta quantidade de substéncias
utilizadas para se alcancar o produto, seja na reacdo ou nos processos de
purificacdo. Por outro lado, ndo se pode mensurar o impacto ambiental de
compostos que fazem parte de medicamentos cujo farmaco € uma mistura
racémica ou mistura desigual de enantibmeros. Quando excretados ou
descartados podem formar subprodutos mais tdxicos ao reagirem com
substancias do meio.

A escolha de como serdo administrados os enantibmeros e quais serao,
necessita de analise cuidadosa e testes eficazes para que nao se repita tragédias
como a causada pela talidomida.

Talidomida é um farmaco que foi usado por gravidas como sedativo e no
alivio de nauseas no final da década de 50 e na década de 60. Mostrou-se
perigoso por ser uma mistura racémica de dois enantibmeros com efeitos
completamente diferentes. Enquanto um era um eutdémero e apresentava o efeito
desejado, o outro, um distdbmero, apresentava efeito adicional de teratogénico.
Milhares de pessoas morreram ou nasceram com deficiéncias congénitas. Em

muitos casos a atividade farmacolégica de um farmaco esta ligada a um dos

0] 0]

N=(S) (0] N ((R) (0]
NH NH

(0] O O

enatiomeros?o.

O
(S)-TALIDOMIDA (R)-TALIDOMIDA
TERATOGENICO SEDATIVO

Figura 14 Isbmeros da Talidomida.
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No Brasil as vitimas da "sindrome da talidomida" recebem penséo e séo
avaliadas e classificadas conforme a heranca deixada pelos efeitos do farmaco. O
valor total da penséo € medido multiplicando-se um valor referéncia pelo grau de
dependéncia, que € medido entre 1 e 8 pontos, levando-se em consideragcédo
guatro itens de dificuldade: alimentacao, higiene, locomoc¢ao e incapacidade para
o trabalho. Em 2019 entrou em vigor a lei sancionada no governo Temer, que
altera o valor base de R$ 426,53 para R$ 1.000%.

Existem duas formas de se obter produtos enantiomericamente puros:
realizar uma sintese assimétrica ou sintese aquiral seguida de purificagdo
enantiomérica. Estereosseletividade pode ser alcancada por uso de: substrato,
auxiliar quiral, reagente e catalisadores.

Substrato (intramolecular): grupo quiral na vizinhanca auxilia a formacéo do

centro assimétrico (Esquema 1).

eritro 20 % treo 80 %

Esquema 1 Reacdo de Grignard.

Auxiliar quiral (intramolecular): molécula que se liga de forma ndo muito
intensa ao substrato, que auxilia no estado transicional para a etapa assimétrica
da sintese e logo é abstraida. Reagente (intermolecular): sédo utilizados reagentes
quirais para converter um substrato pré-quiral em produto quiral. Catalisadores:

usa-se moléculas quirais e material pré-quiral.

1.2.1 CATALISE ASSIMETRICA

Uma forma de diminuir custos, impactos ambientais e tempo na sintese
assimétrica € o emprego da catalise. Consiste em transferéncia de quiralidade
através da interacdo do substrato com um catalisador quiral. Essa € uma maneira
de obtengdo do produto com alto excesso enantiomérico (ee), utilizando

guantidades reduzidas de materiais.
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A catédlise assimétrica proporcionou um aumento na disponibilidade de
insumos quirais para uso industrial, especialmente na area farmacéutica.

Pode ser homogénea, heterogénea ou mista, conforme a fase que a reacéo
ocorre e que o catalisador se encontra, € dividida em trés métodos: catélise
organometalica, biocatalise e organocatalise!’.

Em 2001 receberam o Prémio Nobel de Quimica: William Standish
Knowles, Karl Barry Sharpless e Ryoji Noyori. Foram laureados por seus
trabalhos na area de catalise assimétrica. Trabalhavam com métodos de
hidrogenacgéo catalitica assimétrica (Knowles e Noyori) e de epoxidacdo e di-
hidroxilacdo assimétricas (Sharpless).

Knowles usou o composto Rh-DIPAMP (DIPAMP = (R,R)-1,2-bis[(orto-
metoxifenil)-fenilfosfino]etano), classificado como organometalico, para sintetizar a

molécula usada como farmaco no tratamento da doenca de Parkinson, L-Dopa

(Esquema 2).
O
MeQO N OH H, MeO
HN _ -
AcO j{ HsCQ AcO
s o
u 100% rend.
RO o 95% ee
Rh
Son]”  |BFs
oNe i
L H3;CO h

Esquema 2 Sintese de Knowles empregando o Rh-DIPAMP.

Apds sintetizar o composto ligante BINAP (2,2'-bis(difenilfosfino)-
1,1'binaftil) nos anos 1980%, Noyori provocou um avanco nas reacdes de
hidrogenacfes assimétricas, varios ramos industriais se beneficiaram do uso. Um
exemplo € a producé@o de mentol, que esta presente em industrias diversas como

farmacéutica e alimenticia (Esquema 3).
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NE, NE,
Ho

Rh(l)-(R)-BINAP |

Esquema 3 Sintese de Noyori usando o composto BINAP.

Uma das melhores e mais comuns formas de transferéncia de quiralidade é
a capacidade que um catalisador tem de interagir, seletivamente, com uma das
faces do substrato para que um nucledfilo possa ser introduzido a uma dessas
faces, da qual é denominada de enantiotdpica®®.

Compostos contendo grupos funcionais pro-quirais como carbonilas e
dupla ligacdo sdo exemplos de compostos com duas faces possiveis de
interacdo. A denominacdo de cada uma depende da configuracdo espacial dos
atomos. Assim como ocorre em reacdes de substituicdo nucleofilica de segunda
ordem (Sn2), ap6s o ataque a uma das faces que € definida a estereoquimica
resultante.

Figura 15 Representacédo das faces Re e Si.

Configuragdo movimento horério Re (rectus) e configuragdo movimento
anti-horario Si (sinister).
O trabalho de Sharpless baseava-se em reacfes de epoxidacao

assimétrica. Ele utilizou o composto DET (dietiltartarato) como catalisador
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(Esquema 4). O atague durante o estado transicional nas faces Re ou Si
determinam o estereoisdmero a ser formado com alto ee, (-)-DET ataca pela face
Si e (+)-DET pela Re?.

RZ R . R R
Ti(OiPr), L-(+)-DET o
OH - Y
R tBUOOH s O
R* CH,Cl,, -20°C R4
R2__R! - R® o
Ti(OiPr),4 D-(-)-DET
OH -
R3 tBUOOH =5 OH
R* CH,Cl,, -20°C R4
OH O
10O = 07 CH,
O OH
Dietiltartarato (DET)

Esquema 4 Reacdo de Sharpless catalisada por DET.

1.2.1.1 ORGANOMETALICOS

O uso de Organometadlicos quirais € um dos métodos mais eficientes para
obtencdo de compostos com elevada enantiosseletividade, por muito tempo foram
vistos como o principal método de catalise assimétrica.

Técnicas como vaso unico, do inglés “one-pot”, que significa realizar todas
as etapas da reacdo em apenas um sistema, combinado com uso de catélise
heterogénea tém contribuido para tornar mais eficiente e sustentavel as reacdes
assimétricas, reduzindo e otimizando o uso de materiais de partida, solventes e
inclusive catalisadores?..

Organometdlicos normalmente deixam residuos que devem ser
controlados, uma vez que a legislacdo esta cada vez mais estrita com relagdo ao
Tracos de metais

descarte de materiais, especialmente metais pesados.

potencialmente toxicos em farmacos também requer atengdo?2.
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Metais de transicdo, em especial nobres, tem alto valor comercial, isso
pode inviabilizar algumas sinteses.

Por serem mais sensiveis ao meio reacional, o solvente, outros
catalisadores e outros reagentes sdo um obstaculo no planejamento da sintese e
utilizacdo dos compostos organometalicos, seja na catalise homogénea ou na

heterogénea e principalmente reacdes one-pot.

1.2.1.2 BIOCATALISE

O meio biolégico € muito seletivo, as enzimas catalisam processos de
sintese que geram compostos com 100% de ee. Como ja discutido, por diversos
fatores busca-se com a catalise assimétrica mimetizar enzimas e outros
compostos a fim de se obter também excelentes resultados. Biocatalise é uma
metodologia elegante?®, é considerada uma "ferramenta verde"?*, isso porque
utiliza moléculas biolégicas como as proprias enzimas que sao biodegradaveis e
atoxicas. O meio reacional geralmente é ameno, aquoso e temperatura ambiente
(igual ao meio biolégico), e ambientalmente correto.

Buscando-se alternativas para o0 uso de organometalicos ou
organocatalisadores, biocatalisadores (principalmente enzimas) estdo sendo
modificados ou utilizados em conjunto com outras técnicas, especialmente
aguelas que sdo favoraveis ao meio ambiente. Tais modificacbes favorecem
adaptacao a diferentes condi¢cdes de reacdes, como uso de solventes organicos
ou nao, pH diversos, temperaturas extremas e aceitagdo de substratos né&o
naturais.

Yufeng e colaboradores?®, demonstraram a eficacia da reacdo de adicéo
assimétrica de Michael de aldeidos lineares a B-nitroestirenos, catalisada pela
enzima promiscua 4-oxalocrotonato tautomerase (4-OT) contendo residuo de
aminoécido do tipo prolina terminal (Pro-1) (Esquema 5).

Promiscuidade enzimatica é a habilidade de uma enzima em catalisar uma
reacdo secundaria que nao seja a padrdo natural esperada. A promiscuidade de

hidrolases e lipases tem sido extensivamente estudadas?’.
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Esquema 5 Adicdo assimétrica de Michael de aldeidos lineares a B-nitroestirenos, catalisada pela
enzima promiscua 4-oxalocrotonato tautomerase (4-OT).

A amina secundéaria da prolina participou efetivamente da ativacdo do
substrato benzaldeido devido sua possibilidade de gerar um ion iminio
desprotonado e um intermediario posterior do tipo enamina. A formagdo de
enamina pode ser possibilitada pelo ambiente hidrofébico no sitio ativo, que reduz
0 pKa da amina secundaria da prolina para 6,47 em comparacdo com 10,58 do
aminodcido livre?s,

Esse intermediario nucleofilico ataca a ligacao dupla do trans-nitroestireno
(eletréfilo) provocando a adicdo. Os residuos Arg-11 e Arg-39 também foram
fundamentais na etapa decisiva da reacéo (Esquema 6). O rendimento da reacéo

foi de 70% e o ee 81% do enantibmero S.

@
NH

v ue G @
Pro-1  +H ﬁ Pro-1 @Prm H-0 %LPmJ HN—(
= H

H

H’!\! H ND /&
O) /C\_ -Hzo /‘\AKH (O’ H’
QH,)K H OH H H H \\d o
(Y °ee

HzN)\NH A

\Arg-39

Esquema 6 Mecanismo proposto pelos autores da rea¢do biocatalisada de Michael de aldeidos
lineares a B-nitroestirenos, catalisada pela enzima promiscua 4-oxalocrotonato tautomerase (4-
oT).

A industria quimica busca constantemente renovar técnicas tradicionais a
fim de dotar os processos de eficiéncia, produtividade e sustentabilidade. A
reutilizacdo dos residuos industriais, especialmente da matéria organica oriunda

das industrias quimica, farmacéutica e agricola esta em evidéncia.
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Fotobiocatélise € um método inovador e recente que combina a biocatalise
com fotocatalise ou fotoquimica. Existem compostos que suas atividades
cataliticas sO0 se iniciam quando ha luz incidente para ativa-los, como a
descarboxilase de acido carboxilico fotoativada (CvFAP), uma fotoenzima.

Os trabalhos de Zhang e colaboradores?® usando CvFAP se nortearam
pela possibilidade de promover a sintese de blocos de construcédo, moléculas que
sdo usadas como base estrutural na producdo de certos compostos, a partir de
derivados de acidos graxos insaturados renovaveis. Foram produzidos, através de
reacfes em cascata e one-pot, alcodis graxos enantiomericamente puros. O
processo simples consiste na adicdo de uma enzima do tipo oleato hidratase
(Lactobacillus reuteri-LrOH) promotora da hidratacdo da insaturacéo da cadeia do
acido, e logo em seguida da adicdo da enzima CvFAP que promove a
descarboxilagdo (Esquema 7).

oH oH OH oH OH
CVFAP/.Y
_ [ron ] o
COH 6 6
5 6 5 5
+H,0 +CO,

ee: 99% (7R, 9R)
74% rend.

Esquema 7 Sintese de alcodis graxos enantiomericamente puros usando a fotoenzima CvFAP.

Enzimas do tipo oxidorredutase promovem a oxirreducdo de substratos
organicos diversos, como alcodis, aminas e cetonas?’.

Nos ultimos anos tem-se usado com frequéncia em fotobiocatalise enzimas
do tipo NAD(P)H-oxidorredutase dependente (cofator nicotinamida), tais
compostos sao ativados por luz azul (460 nm) devido a presengca em sua
estrutura de um anel de nicotinamida?®.

Depois de ativada a enzima pode catalisar reacdes redox que por via

enzimatica natural ndo eram possiveis. Para vencer a limitacdo a certos
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substratos, e o fato de uma reacédo que requer luz ndo ocorrer no ambiente de
uma proteina, utiliza-se um fotossensibilizador/fotocatalisador, que é uma espécie
gue auxilia o estado intermediario de ativacdo da enzima (cofator) e possibilita a

reacdo redox. O ciclo catalitico depende desses fotosensibilizadores.

1.2.1.3 ORGANOCATALISE ASSIMETRICA

Entre o final das décadas de 1960 e 1990, poucos trabalhos se referiram a
catalise assimétrica no qual o catalisador era uma molécula organica sem a
presenca de um metal e diferente de uma enzima.

Em 1970 em trabalhos independentes descritos por Hajos e Parrish e por
Eder, Sauer e Wiechert, foi publicado pela primeira vez uma transformacao

enantiosseletiva utilizando-se um organocatalisador (Esquema 8)30 31,

| Hajos-Parrish (1974) |

N OH
0 0 0 0
R (30 mol%) R p-TsOH, benzeno R
Me DMF, t.a. (20 °C), 20-72h /' Refluxo, Ny(g), 52-100% !
n _ o,
o O OH 87-93% ee (0]
n=1,2
R = Me, Et
| Eder, Sauer e Wiechert (1971) |
<
0 R O N OH R O
Me% (47 mol%) ¢©5>
n
o ACN, HCIO, 0 n
ona WG
R = Me, Et 930 €8

Esquema 8 Sintese de cetonas biciclicas quirais, por meio de reacdes alddlicas
intramoleculares®? 33

Recentemente o mecanismo para tal reacdo foi elucidado utilizando um
método da mecénica quantica chamado: "Teoria do Funcional da Densidade (do
inglés, Density Functional Theory, DFT)" 34, Tal estudo sugere que primeiro haja
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formacdo de ion iminio, depois de enamina e ligacdo C-C, logo apos de
intermediario cetol e por ultimo ocorre uma desidratacao formando o produto.

Apos ficar anos desacreditada ou esquecida a organocatalise no inicio dos
anos 2000 entrou em ascensdo no ramo da sintese organica.

Trata-se de uma metodologia de catalise que trabalha com compostos
organicos isentos de metais na sua estrutura (organocatalisadores), geralmente
nao muito complexos, que sdo capazes de catalisar reacdes dos mais variados
tipos. Busca ndo s6 um bom rendimento e velocidade, mas principalmente
enantiosseletividade, uma vez que as substancias assimétricas sao alvo de
interesse.

Organocatalisadores sdo moléculas simples ou derivados delas, por
exemplo, aminoacidos, que em uma reacdo atuam ativando o nucledfilo ou o
eletréfilo ou ambos.

Outro papel dos organocatalisadores € a criacdo de um ambiente reacional
assimétrico®®.

Geralmente apresentam uma formula estrutural contendo carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, enxofre ou foésforo. Apresentam nenhuma ou
pouca toxicidade, sdo: ambientalmente favoraveis e faceis de serem degradados,
passiveis de reciclagem catalitica, estaveis a presenca de oxigénio atmosférico e
diferentes solventes, baratos e estereosseletivos®?.

O numero de substancias naturais ou sintéticas e seus derivados
desenvolvidos nos ultimos anos para atuarem como organocatalisadores tem
crescido, dentre essas destacam-se: compostos fosforados, derivados de
guanididina, sulfonamidas, uréias/tiouréias, alcal6ides e aminoacidos®.

No esquema 9 o aminoacido L-prolina foi usado para catalisar as reacdes.

A figura 16 apresenta alguns organocatalisadores.

31



Programa de P6s-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ

sod
OH
SQ

BINOL-quinina-squaramida
usado em alfa-aminacao ee 99%

Figura 16 Exemplos de organocatalisadores. Adaptado3®.

O marco da organocatalise se tornou o inicio dos anos 2000 devido as
contribuicGes paralelas e independentes de Benjamin List, David W.C. MacMillan,
gue cunhou o termo organocatélise, e ainda de Carlos F. Barbas lll, chefe do
grupo em que List participava como PHD?'’. Com suas contribuicdes abriram uma
possibilidade de catélise assimétrica mais "verde" do que a catalise
organometalica e mais simples e viavel financeiramente do que a biocatalise.

List iniciou seus trabalhos com anticorpos cataliticos, porém, ao tentar
entender o funcionamento de enzimas na catalise percebeu que nem todas
apresentavam metais em suas estruturas. Imaginou entdo que os aminoacidos
das enzimas, que eram 0s responsaveis pela catalise, poderiam ser usados
isoladamente delas. A partir dessa ideia iniciou sua incursdo pelo campo da
organocatalise testando a L-prolina como possivel catalisador de uma reacédo
alddlica (Esquema 9) e para sua surpresa ela ndo s6 era um 6timo catalisador,

mas também levava a assimetria do produto.
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Esquema 9 Exemplos de reacdes organocatalisadas por prolina. Adaptado®®.

MacMillan trabalhou testando como catalisadores moléculas simples
contendo o elemento nitrogénio (imidazolidinona) em reacdes de Diels-Alder entre

aldeidos a,B-insaturados e diferentes dienos (Esquema 10)%2.

0]
R, +gH\
— (20 mol%) ~CHO N~z Me
SN\, v RSN -0y e
MeOH-HQO, t.a. "/R1
0 72-99% rend.
83-96% ee

)‘Me - -

ph M Ve

Esquema 10 Reacdo organocatélitica de MacMillan.

Em 2021 Benjamin List e David W.C. MacMillan foram laureados com o
Prémio Nobel de quimica devido suas contribuicbes ao longo dos anos, em
especial no inicio desse milénio, na area de organocatalise assimétrica®” %,

Organocatalise ndo exclui as demais formas, mas agrega e complementa,
possibilita inclusive a combinacdo. Estabelece-se como o 3° pilar da catélise
assimétrical’.

A evidéncia da organocatalise diante da comunidade cientifica pode ser
comprovada pela constancia no namero de publicacées mesmo durante o periodo

da pandemia da Covid-19, conforme figura 17.
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Figura 17 Gréfico de namero de publica¢des/citacdes contendo o termo "organocatalysis" dos
ultimos 22 anos, encontradas na base de dados Web of Science. Acesso em: 09/02/23.

Para ilustrar a capacidade da organocatalise e se ter ideia da importancia
real para a industria e sociedade, pode-se citar a sintese da estricnina (Figura 18),
alcaloide muito téxico usado no passado como veneno para ratos e proibida no
Brasil desde os anos 1980.

Foi isolado da natureza na sua forma pura pela primeira vez em 1818%, a
primeira rota sintética (1952) possuia cerca de 29 etapas e baixissima taxa de
conversdo. Com o auxilio da organocatalise em 2011, baixou para apenas 12 e

aumentou a eficiéncia em 7000%3’.

Figura 18 Estricnina.

Nos ultimos anos a organocatalise passou por uma racionalizacdo com
base nos diversos modos de ativacdo de seus organocatalisadores®. Tal feito
possibilita 0 emprego do mesmo composto em diversas rea¢des pelo modo como

este ativa as espécies reacionais. A ativacdo geralmente ocorre por: via enamina,
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fon iminio, ligacdo de hidrogénio, contra-ion, SOMO, fotorredox, carbeno e

transferéncia de fase32.

1.2.1.3.1 ATIVACAO DOS ORGANOCATALISADORES

Organocatalisadores tem duas func¢bes principais; eles podem ativar o
eletrdfilo ou o nucledfilo ou ainda ambos (caso seja bifuncional), ou eles criam um
ambiente assimétrico que é responsavel pela definicAo da quiralidade dos
produtos3’.

A elevada enantiosseletividade geralmente alcancada, € explicada pela
organizacdo dos substratos devido o ambiente quiral gerado no estado de
transicao.

O modo de ativacdo dos organocatalisadores € dependente do tipo de
interacdo dos mesmos com o0s substratos, podendo essa ser covalente ou nao
covalente.

A catdlise covalente ocorre quando ha formacéo de ligacao covalente entre
0 organocatalisador e o substrato. Usa-se para tal um carbeno (base de Lewis) ou
um aminocatalisador.

A catélise ndo covalente acontece quando a interacdo € intermolecular do
tipo ligagcdo de hidrogénio (acidos de Brgnsted-Lowry) ou idnica (formacéo de
pares idnicos/transferéncia de fase).

Atualmente sdo variados os métodos de ativacdo, abaixo sdo descritos
brevemente alguns e mais adiante aqueles que estdo diretamente
correlacionados com esse trabalho sé&o detalhados.

Uma enamina pode ser formada através de uma condensacao entre uma
amina secundéaria e um aldeido ou cetona, apds desprotonacdo do ion iminio.
Enamina similar ao enolato atua como nucledfilo. A ligacdo do organocatalisador,
através do grupo amina, com o substrato torna esse mais nucleofilico. Esse modo
de catélise é poderoso e possibilita a formacéo de ligacbes C-C e C-X com alta
inducéo assimétrica e em variados sistemas*.

List e Michrowska publicaram a sintese da (+)-ricciocarpin A (Figura 19) e

anélogos, que apresenta atividade antiparasitaria, em especial moluscicida contra
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0 caramujo Biomphalaria glabrata, um vetor da esquistossomose. Tal sintese

passa pela formacdo de enamina durante a catalise3% 41,

Figura 19 Estrutura da (+)-ricciocarpin A.

Os carbenos consistem em compostos neutros contendo um atomo de
carbono divalente com seis elétrons na camada de valéncia. A catélise via
formacdo de carbenos geralmente ocorre com essa espécie e um aldeido, por
exemplo, formando uma espécie mais nucleofilica que favorece a adicdo a um
eletréfilo. H& variacdes na técnica que produzem excelentes resultados como o
emprego de Carbenos N-Heterociclicos*2.

Organocatalise via SOMO (do inglés, “Singly Occupied Molecular Orbital”),
gue significa: Orbital Molecular Ocupado Individualmente. Ocorre quando certas
espécies, como enaminas, apds passar por reacdes, principalmente redox, se
transformam em radicais. Tais compostos séo reativos e podem participar de
diversas reacdes radicalares sendo capazes de formar ligagdes do tipo C-C, C-O,
C-N, C-S e C-X*,

Transferéncia de fase € uma via da organocatalise, usa-se para esse
método espécies como sais quaternarios de nitrogénio e fésforo quirais
associados a um contra-ion para promover a reacao entre duas substancias em
diferentes fases imisciveis. A interacdo do catalisador com o nucledfilo aumenta a

solubilidade desse em fase organica.

1.2.1.3.1.1INTERACOES DE HIDROGENIO

Organocatalisadores que apresentam estruturas com grupos passiveis de
estabelecerem interacbes de hidrogénio podem catalisar reacles
estereosseletivas. Alguns compostos apresentam a possibilidade de ativar o

substrato através de uma interagcdo e outros duas ou mais, dependendo do
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namero de sitios. Organocatalisadores baseados em tioureia geralmente
apresentam dupla ligacdo de hidrogénio.

O numero de reacOes em gque esse metodo de ativacao tem sido utilizado
tem crescido desde os anos 1980, como por exemplo em: reagcfes alddlicas, de
Diels-Alder, de Henry, de adicdo de Friedel-Crafts, diferentes reagcbes de adigcao
conjugada, epoxidacdes, reacbes de Mannich, reacfes de Biginelli, reacGes de
Pictet-Spengler, reacdes de reducéo, amidacéo e alilacéo, entre outras®.

Catalisadores bifuncionais geralmente apresentam em adicdo a outro esse
modo de ativagdo, € o caso por exemplo da L-prolina. Enquanto um sitio usando
um dos modos de ativacao interage com o substrato e forma um intermediéario, o
outro através de interacao de hidrogénio orienta o nucledfilo para o ataque.

O estudo revisional de Tasneem Parvin e colaboradores®® refere-se ao uso
de organocatalisadores a base de tioureias.

Um dos estudos citados é sobre reacdes multicomponentes de Mannich,
usando bis-tioureia quiral como organocatalisador. Nesse, empregou-se 2-amino-
5-cloro-benzoxazol, aldeido e malonato de dialquila em tolueno a 60 °C, na
presenca de alcaloide de cinchona tioureia para produgdo de derivados de B-
amino éster. O mecanismo representado no esquema 11, propde a formagéo de
imina in situ por 2-amino-5-clorobenzoxazol e aldeido, e a ativacdo dessa pelo
organocatalisador que também ativa a forma enol do malonato de dialquila
através de sua porcao basica.
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N\ Cat. 10 mol% \ ;
S—NH, + < - - NHR
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rend. 63-73%
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R1{\ 4<O ee 81->99%
R20 OR?  N—\
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W /N cl
0., .0 S
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R
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H3CO S

CF3

R' = CgHs, 2-FCgHy, ciclohexil, 2,6-di-CICgHs,
2,5-di-OMeCgH3 3-CICgH, 3-FCgH,
R? = Et, Me

Esquema 11 Reacdo multicomponente de Mannich, usando bis-tioureia quiral como
organocatalisador.

1.2.1.3.1.2 iION IMINIO

O ion iminio (Figura 20) se forma logo ap6s a reacédo reversivel de um
aminocatalisador e um substrato carbonilico*®. Sua reatividade geralmente é
maior que de compostos carbonilicos.

Iminio catalise € muito usada para ativar compostos carbonilicos a,f3-
insaturados**. Sua reatividade frente a nucleéfilos é devido a maior eletrofilicidade
alcancada pela menor energia de seu orbital LUMO.

Durante a fase de planejamento sintético € primordial escolher/produzir um
catalisador que o par de elétrons, no caso de aminas, esteja desimpedido. A face
do substrato que estara disponivel para aproximacao do catalisador também deve
estar desimpedida para melhor seletividade, aliado a isso o controle da geometria

do ion é primordial®.
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Figura 20 ion Iminio.

Um método sintético proposto por Gerard Roelfes e colaboradores*®,
utilizando enzimas artificiais através de uma proteina ndo enziméatica: "reguladora
de resisténcia a mdultiplas drogas lactocécica homodimérica - LmrR" (do inglés,
"homodimeric Lactococcal multi-drug resistance regulatory protein"), se mostrou
eficaz na alquilacéo de Friedel-Crafts de indois com substratos enal alifaticos.

O substrato é ativado para ataque nucleofilico na posicédo  pela formacéao
de ions iminio no residuo catalitico do aminoacido nao canbnico pAF (para-
aminofenilalanina), ligado a LmrR na posicdo 15. O resultado foram excessos
enantiomeéricos acima de 80%.

O controle do pH se mostrou importante devido a abundéancia de proétons
em solugdo e a correlacdo com o pKa do ion iminio, cuja protonacdo € crucial

para catalise.

R/\/CHO R CHO
+ LmrR_pAF
v 5 \
A\ X Tampéo pH 6 X
N DMF N
H 4°C H

/\/\
N \\R/NH

Esquema 12 Reacdo de alquilacéo de Friedel-Crafts de indéis com substratos enal alifaticos na
presenca de LmrR.

1.3 REACOES DE MICHAEL, ALDOLICAS E EM CASCATA OXA-
MICHAEL/ALDOL

Adicdo de Michael é uma versatil ferramenta em sintese organica quando

se deseja estabelecer uma ligagdo carbono-carbono e C-X (X = N, O, S)%.
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Reacdo amplamente usada, em especial em sintese assimétrica. Ocorre
pelo ataque de um nucledfilo (doador de Michael) a um aceptor de Michael
ativado, por exemplo, uma cetona ou aldeido (doadores) a uma nitroolefina
(aceptor) resultando em um aduto de Michael.

Comumente conhecida como uma adi¢éo direta 1,2 (rpida e irreversivel)
ou conjugada 1,4 (lenta e reversivel) de um nucledfilo do tipo enolato a um

composto dieno conjugado ou carbonilico a,B-insaturado (Esquema 13).

0y o Cgo o o0
PNEN

O
G o
N
NG i

Esquema 13 Exemplo reacdo de adicdo 1,4 de Michael.

Reacdes alddlicas ocorrem entre dois compostos carbonilicos iguais ou
diferentes, um enolato, enol ou derivado com aldeidos ou cetonas (adicao
nucleofilica a carbonila) conduzidos por uma base ou acido geralmente em
guantidade catalitica, geram um composto carbonilico substituido na posi¢ao beta
(B) por grupo hidroxido. As condicbes podem levar a formagéo posterior de um
composto a,B-insatutados através de uma desidratacéo/eliminacéo, caso assim

se proceda tem-se uma reacao de condensacao alddlica (Esquema 14).
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o) (o] o@ O)
HO" Reacéo
H H20, EtOH H Aldslica
NO, NO,

ol

R

I

(O OH

Enolizagédo

—_—
_—

+
H H

NO, ( NO,
(E)e COH o}

b EqcB =

NO, NO,

Produto de condensacgao
99%

Esquema 14 Reacéo de condensacao alddlica.

Se ha no meio reacional mais de um composto enolizavel pode haver
mistura de varios produtos, porém, o planejamento sintético geralmente prevé tal
situacdo e é usado apenas um composto enolizavel.

Reacdes alddlicas intramoleculares também sdo comuns e formam
compostos ciclicos.

Reacdes em cascata oxa-Michael sao reacgbes intramoleculares que
ocorrem com a adigdo de um oxigénio a um sistema a,B-insaturado na primeira
etapa, levando a formacao de um ion intermediario enolato, nitro-enolato ou outro
grupo retirador de elétrons (GRE) dependendo do aceptor de Michael, que, por
sua vez, realiza uma adicdo alddlica ao grupo carbonila presente na molécula

inicial.
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R1\® R, R1\@ R,

-H,0
L Risg-Re E:f /\/\/GRE ’w GRE

OH H Ter0

OH
0~ "R +Hy0 0~ "R -H,0 07 "Ry
Esquema 15 Exemplo de reacdo em cascata oxa-Michael/aldol.

A aplicacdo de organocatalisadores em reacdes em cascata oxa-Michael
para sintetizar estruturas contendo oxigénio como heterociclos, biciclos, espiros e
policiclos tem se diversificado. Ultimamente varios tipos tém sido empregados,
como: prolina e derivados, tilreias, esquaramidas, dentre outros.

Yu Wang e Da-Ming Du em seus estudos revisionais apresenta um
exemplo de sintese de 2H-cromenos através de uma reacdo em cascata do tipo

oxa-Michael/aldol, realizada pelo grupo de Xu em 20094, Esquema 16.

CHO CHO
cHO 12 (20 mol%) X
R + R1/\/ 13 (20 mol%) R
Et,0, 4A PM, ta
OH 0 R’

rend. = 90%
ee=99%
R =H, 3-MeO, 5-Cl, 5-NO,, 5-MeO
R' = Me, CgHs, 3-MeOCgHy, 4-CF3CgH4

N
th OTMS

)On e

Lo o — X

Esquema 16 Reacdo em cascata oxa-Michael/aldol para a sintese de 2H-cromenos quirais
catalisados. Adaptado?®.
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Nas reacfes oxa-Michael-Henry, o aminoacido L-prolina e seus derivados
sao utilizados para gerar o sal de iminio, promovendo um ambiente assimétrico

para o segundo ataque do nucledfilo.

1.4 CROMENOS

Os cromenos sdo importantes compostos de versatil perfil biolégico. Séo
heterobiciclicos com anel pirano (oxaciclo) e ligacao dupla nas posicbes 3 e 4 ou
2 e 3 (Figura 21).

8 1 8 1 8 1 5 4
7 0.2 7 OL2 7 0?2 6 2 N3
o | % 5
6 N 3 6 § 3 6 Z 3 TR0,
5 4 5 4 5 4 8 1
2H-cromeno 4H-cromeno 1H-isocromeno 3H-isocromeno

Figura 21 Estruturas de cromenos.

Derivados cromenos estao presentes em plantas, icluindo vegetais e frutas,
produtos farmacéuticos e compostos bioativos.

Sdo amplamente encontrados em alcaloides naturais, tocoferois,
flavonoides e antocianinas®’.

Desempenham importantes atividades biologicas, portanto sdo usados
como anticancer, anticonvulsionante, antimicrobial, antiturbeculose, antidiabetes,
dentre outros. Sdo moléculas que apresentam nenhuma ou baixa toxicidade.

Abaixo sao representados dois compostos, o0 primeiro com atividade
antiproliferativa contra diferentes linhagens celulares de céancer humano e o

segundo um agente antirreumatico?’.

: o0

= Q\CN
Y o0
(e}

Figura 22 Exemplos de cromenos que apresentam atividade bioldgica.
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Estudos demonstraram que derivados cromenos podem apresentar acao
antibacteriana, sendo o0 composto abaixo representado 0 que apresentou
melhores resultados?.

Br X N02
CO,Et

Br

Figura 23 Derivado cromeno com potencial atividade antibacteriana.

3-Nitro-2H-cromenos sdo uma subclasse importante dos 2H-cromenos
devido suas atividades biol6gicas e 0 seus potenciais para serem usados como

percussores na sintese de moléculas importantes*°.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Estudar a utilizacdo de derivados de L-amino &cidos naturais e enzimas em
diferentes meios reacionais em rea¢6es organocataliticas do tipo O-Michael-Aldol

e alddlicas assimétricas.

2.2 ESPECIFICOS

- Sintetizar derivados de L-aminoacidos e emprega-los na catalise de cromenos;

- Avaliar condicbes reacionais favoraveis ao excesso enantiomérico utilizando
derivados de L-amino acidos como organocatalisadores ou enzimas como
biocatalisadores;

- Testar a catalise assimétrica em meio aquoso principalmente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo focou em testar diferentes moléculas na catalise assimétrica

da reacdo entre salicilaldeido (2-hidroxibenzaldeido) (A) e dois aceptores de

Michael diferentes: nitroestireno [(E)-2-nitroetenillbenzeno (B) e cinamaldeido

((E)-3-fenilprop-2-enal) (C), que produzem 1la/lb e 2a/2b respectivamente

(Esquema 17).

(0]

NO

6 2
8a(S) ?

7 0) /,© 5

@H Catalisador assimétrico
OH

(A)

Esquema 17 Sintese de diferentes cromenos.

(R)-3-nitro-2-fenil-2H-cromeno

4

1
2 4

3

(S)-3-nitro-2-fenil-2H-cromeno

4

4a\ 3
8a(s)j2

H
6
)
1
2 4
3

(S)-2-fenil-2H-cromeno-3-carbaldeideo

Os reagentes utilizados sdo comerciais, menos o nitroestireno (B) que foi

produzido através de uma sintese rotineira do nosso laboratério (Esquema 18),

sua pureza foi atestada por Cromatografia em Camada Delgada - CCD,
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE e Ressonancia Magnética
Nuclear - RMN.

H 0 NaOH(aq) X -NO2
e " weon
H 00 ©

Rend.: 92%

Esquema 18 Sintese do nitroestireno.

Tal sintese do nitroestireno trata-se de uma reacdo de Henry, entre o
nitrometano e benzaldeido em presenca de hidréxido de sddio. A reacao inicia-se
com a abstracdo do hidrogénio acido do nitroalcano, gerando, assim, um
carbanion estabilizado por ressonancia (nitroenolato). Na etapa seguinte, esse
nitroenolato age como nucleodfilo, que ataca a carbonila do aldeido, formando o
nitroalcool, que, nesse mesmo meio, é facilmente eliminado via um mecanismo
ElcB (reacdo de eliminacdo de base conjugada), o que forma o nitroestireno

(Esquema 19).

H\C/NOZ o
" lli) _— H ?&%) - H,C N% _—
‘_’_T 2C— 2=
OH Na H

-

H

,0
0 g\
HC:
(0© |, 0 ™o
H,CTN® + == O,N
0o
©
E q(_OH
OH (@/@\
O»)Ha)\© x_NO,
(SN ©/\/
L H
(B)

@S
OH

Esquema 19 Sintese do nitroestireno através de uma reacdo de Henry seguida por uma
desidratagdo de um intermediario 3-nitroalcool.
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Figura 24 Espectro de RMN de H (200 MHz, CDCls).

O espectro de RMN de 'H do nitroestireno (Figura 24) apresenta sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos na regiao entre 7,0 e 7,5 ppm na forma
de um multipleto sobreposta a um dos hidrogénios da ligacdo dupla. Um pouco
mais deslocado em 8,0 ppm aparece um dupleto (d) caracteristico de hidrogénio
de ligacdo dupla com constante de acoplamento J = 13,5 Hz, caracteristico de
geometria E.

Para se ter um padrao racémico, a sintese dos nitrocromenos (1a/lb) via
oxa-Michael-Henry (OMH) foi realizada através da reacéo entre o salicialdeido (A)
e o nitroestireno (B) (Esquema 20) em presenca de trietilamina como base e THF

(tetraidrofurano) como solvente.
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Esquema 20 Proposta do mecanismo da reagdo em cascata oxa-Michael-Henry (OMH).

Trietilamina € uma base empregada na reacdo em cascata oxa-Michael
entre o saliciladeido e nitroestireno desde 1978, sendo nesse caso formado o
racemato.

O esquema 20 € uma proposta para 0 mecanismo da reacdo. O &cido
conjugado da trietilamina possui um pKa entre 9 e 10, ja o hidrogénio fendlico do
saliciladeido tem pKa proximo de 8,4, isso favorece a reacédo acido-base entre a
trietilamina e o salicilaldeido e é assim que a reacdo se inicia. O ion fenolato
ataca na sequéncia a ligacdo dupla da olefina, isso desloca o par de elétrons da
dupla para o carbono a-NO2, que é estabilizado (ion nitroenolato). Entdo uma
adicao desse ion intermediario a carbonila do saliciladeido ocorre e, apds receber
um préton do meio, o nitroalcool é gerado. Este nitroalcool é facilmente
desidratado em condi¢Bes basicas, pois gera um sistema Tr-conjugado, 0 que
favorece a formacgao racémica do cromeno a,B-insaturado.

Apds o consumo dos materiais de partida, o produto foi purificado e

caracterizado por RMN de 'H e °C.
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Figura 25 Ampliagdo do espectro de RMN *H ( 400 MHz em CDCls) do cromeno.

1.00

O espectro de RMN de 'H (Figura 25) apresenta um simpleto (s)
caracteristico do hidrogénio olefinico B-NO2 em 8,04 ppm referente a H-1. Em
6,57 ppm, ha sinal de simpleto correspondente ao hidrogénio do carbono

assimétrico H-2.
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Figura 26 Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls).

A andlise por CLAE gerou o padrdo de comparacdo para as demais
reacOes de sintese dos cromenos.

mv.

IDetector A Ch1:254nm
500petector A Ch2:274nm
400-]
1 NO
] AN AN 2
300
] (S)J, (R)
] ‘v
200-] (0] (0]
] 1b 1a
100
o )
N T D
0.0 2.5 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 min

Figura 27 Cromatograma de CLAE para a mistura racémica do cromeno.
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Em todas as tentativas de sintese dos cromenos descritas a segquir,
indiferente do catalisador, a atencdo voltou-se a producéo ou ndo dos isbmeros e
ao ee (calculado com base na area dos picos dos cromatogramas). Rendimento,
conversdo e outros fatores ndo foram norteadores principais neste estudo

investigativo.

3.1 SINTESE ONE-POT (UNICO VASO) DE (R)-3-NITRO-2-FENIL-2H-
CROMENO (1a) E (S)-3-NITRO-2-FENIL-2H-CROMENO (1b) UTILIZANDO
TIAZOLIDINA (3a) DERIVADA DE (L)-CISTEINA PRODUZIDA EM SITU.

A (L)-cisteina € um aminoacido ndo essencial, apresenta em sua estrutura
uma cadeia lateral tiol que atua em reagfes enziméticas como nucledfilo. Em
reacOes de condensacdo com aldeidos ou cetonas a cisteina origina tiazolidinas.

Com anéis saturados de cinco membros e dois heterodtomos, enxofre
(funcéo tioéter) e nitrogénio (funcdo amina), nas posicdes 1 e 3, as tiazolidinas
sdo um heterociclo. Devido a presenca de um centro quiral no anel a molécula é
assimeétrica, logo é interessante para sintese enantiosseletiva por contribuir para
um ambiente quiral.

Durante a ultima década Schneider e colaboradores, tem explorado a
preparacdo e uso de catalisadores quirais em sinteses assimétricas. Alguns de
seus trabalhos pioneiros trataram da sintese de tiazolidinas e seus derivados a
partir de cisteina, e a aplicacdo desses organocatalisadores em reacdes alddlicas
e de Michael. Neste trabalho conseguiram obter elevados ee e bons rendimentos
(Esquemas 21 e 22)°%,

o Ph
Ph
%Nﬁkph
S H
\_NH OH
o] O 10 mol % o OH
+
)J\ Ph)J\H Salmora, t.a., 120 h M

95% rend.
ee = 99%

Esquema 21 Reacdo aldol assimétrica organocatalitica de acetona e fenilmetanal.
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Ph

(0]
PhPh
. /ﬁ)ku
o \—NH OH o Ph
10 mol % - NO
N 2
e N0 :
Salmora, t.a., 48 h =

60% rend.
ee = 99% (sin)

Esquema 22 Reacao de Michael assimétrica usando organocatalisador quiral.

A atividade organocatalitica aumenta com a presenca de grupos
formadores de ligagbes de hidrogénio. Tiazolidinas podem ser derivatizadas
através de reacdes simples e o resultado sdo compostos funcionalizados.

Trabalhos recentes produziram alguns organocatalisadores contendo
porcdes tiolreia e tiazolidina. Tais compostos foram empregados em reacdes de
adicdo de Michael e reacdes alddlicas assimétricas (Esquemas 23 e 24)°2.

CF;
)SJ\ /@\
S/Y\N N CF,
5 Ny f H
o]
2 19
S UNO, 0 mol%
+ ©/\/ -
Aditivo: acido benzéico 20 mol% NO,
96h, 0 °C ee = 97%, rend. 83%
Esquema 23 Reacédo de adicdo de Michael.
CF3
X
S/Y\H H CF3
o 0 —NH 0O OH
10 mol%
. H
Aditivo: acido benzodico
O2N 48h,-5°C NO,

ee = 80%, sin:anti >96:4, rend. 80%

Esquema 24 Reacéo aldol assimétrica.

Os altores chegaram a conclusdo de que os grupos retiradores de elétrons

no grupo fenil promovem a acidificacdo dos hidrogénios ligados aos nitrogénios
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da porcéo tioureia, o que melhora a catélise por ligacdo de hidrogénio. Solventes
passiveis de estabelecerem ligac6es de hidrogénio podem interagir com a porcao
tioureia e desativa-la. Também observaram que o grupo ligante metileno entre as
porcgOes tioureia e o anel de cinco membros possibilitou melhores conformacoes
do que uma carbonila, também testado e natural da tiazolidina ndo derivatizada,
proporcionando melhores interacées com os substratos e por isso resultados mais
otimistas.

Recentemente foi demonstrado o estudo cinético de formacdo de
tiazolidinas em pH fisiolégico através da reacdo de condensagdo entre 1,2-
aminotiéis ((L)-cisteina) e aldeidos, tal processo € considerado uma

bioconjugacéo®3.

0]

H S OH
/\[f + HS/\HKOH ) \A/NH
o) NH, N o

Esquema 25 Reacéo de formagéo de tiazolidina.

Neste trabalho fica evidente a dependéncia do pH na formacdo dos
produtos e na formacdo do sal de amoénio. O estudo foi conduzido em solvente
deuterado (tampao fosfato-salino) e acompanhado por RMN de 'H e mostrou a
formacdo muita rapida da tiazolidinas, apés 5 minutos, quando utilizando pD =5
ou pD = 7,4. E interessante observar que no espectro de RMN de 'H as espécies
em solucdo sao diferentes. No caso de pD = 5 as espécies moleculares séo os
diastereoisdmeros da reacdo entre (L)-cisteina e propionaldeido e se encontram
protonadas. No caso de pD = 7,4 o hidrogénio ligado ao nitrogénio pode estar em
posi¢cdo anti/sin em relacdo aos centros assimétricos mudando os deslocamentos
guimicos dos produtos. A suposi¢cao dos autores é que o produto anti seja 0 mais
favorecido devido a interacdo entre o grupo carboxila (zwitterion) e o hidrogénio
do grupo NH.

Uma informag&o importante que os experimentos do grupo alcancaram €
gue ao contrario do que € comumente relatado na literatura, as tiazolidinas
sintetizadas permaneceram estaveis em pD = 3, 5, 7,4 e 9, ndo revelando

nenhum sinal de degradagdo em sete dias (RMN de H).
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Figura 28 RMN de 'H de tiazolidinas formadas pela reacéo entre propionaldeido e (L)-cisteina.

Considerando a literatura, e motivados pelas possibilidades de
organocatalisadores baseados em aminoacidos, que sdo particularmente
interessantes por apresentarem baixo custo, baixa toxicidade e alta pureza
enantiomérica, nosso grupo buscou a formacéo de espécies “in situ” (tiazolidina)
em meio aquoso principalmente, capazes de transferir quiralidade na reagéo entre
saliciladeido e nitroestireno, conforme esquema geral da sintese abaixo

representado.
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Esquema 26 Esquema geral da reacdo de sintese de nitro-fenilcromeno (NFC) catalisada por
tiazolidina.

Tiazolidinas tem comportamento em catélise assimétrica similar a
pirrolidinas, que também apresentam um heterociclo de cinco membros, desses
se destaca o aminoacido (L)-prolina, isso porque podem formar intermediarios
enamina/iminio e catalisar adi¢cdes alddlicas.

O organocatalisador (tiazolidina) utilizado na reacdo de sintese dos
compostos la e 1b, em uma primeira tentativa, foi sintetizado a partir de
propanona (D) e (L)-cisteina (E) em diferentes condi¢cdes. As reacdes ocorreram
em temperatura ambiente, com excec¢ao de duas delas (7 e 13), sob agitacdo e
em diferentes solventes e quantidades de materiais de partida, por 24 h, conforme

atabela 1.

(0]
P OH #N Y

(D) | "M H (3a)

Esquema 27 Reacéao de formagéo de tiazolidina a partir de propanona e (L)-cisteina.
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Tabela 1 Parametros da sintese do catalisador de tiazolidina 3a.

Propanona (D) Cisteina (E) Solvente® Temperatura

Reacéo

(mmol) (mol%)? (2 mL) (°C)
1 1 20 Agua Ta
2 10 20 Agua Ta
3 100 20 Agua Ta
4 1 20 PBS Ta
5 10 20 PBS Ta
6 100 20 PBS Ta
7 100 20 PBS 40
8 100 20 S/solv. Ta
9 5 20 PBS Ta
10 50 20 PBS Ta
11 5 20 Agua Ta
12 50 20 Agua Ta
13 - 20 PBS 40

3Em relacdo a quantidade de nitroestireno adicionado em solugéo na
segunda etapa.

bPBS - "Phosphate buffered saline" (Tamp&o fosfato-salino).

Tal reacdo trata-se de uma condensacédo da L-cisteina com a cetona e
posterior ciclizacao intramolecular, que leva a sintese do (R)-acido 1,3-tiazolidina-
4-carboxilico. O mecanismo proposto e esperado para a reacao de sintese do 3a

esta esquematizado abaixo.

(0] O o)
@ . 9 @ OH = @ OH
)LR HS OH Hs % OH *H-HO HS/\AOH HSH -H;0 SH
b NH, =~ N © ’)\N
R, H

2 HoN ENH /o)
H
l(oe Yo R,
; R, (3a/3b)

Esquema 28 Mecanismo proposto para sintese de 3a (R1= CHz) e 3b (R1=H).

Apbs as 24 h de tempo de reacdo foram adicionados em cada um dos

baldes das reacdes os reagentes da sintese dos cromenos. A tabela 2 sumariza



as quantidades de materiais de partida e a formacdo ou nao de produtos. Estas
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reacdes foram acompanhadas por CLAE por cinco dias, figura 29.

Tabela 2 Sintese “one-pot” cromenos.
. Salicilaldeido (A)  Nitroestireno (B) Produto
Reacao
(mmol) (mmol) (1a e/ou 1b)
1 7,5 2,5 Nd
2 7,5 2,5 Nd
3 7,5 2,5 Nd
4 7,5 2,5 Nd
5 7,5 2,5 Nd
6 7,5 2,5 Nd
! 7,5 2,5 Nd
8 7,5 2,5 Nd
9 7,5 2,5 Nd
10 7,5 2,5 Nd
11 7,5 2,5 Nd
12 7,5 2,5 Nd
13 7,5 2,5 Nd
nd = (ndo detectado) concentracbes abaixo do limite
de quantificacéo.
mv
Detector A Ch1:254nm
25007Detector A Ch2:320nm
2000
1500
1000
500
04 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ — ‘ ‘ —]
0.‘0 2‘5 5.‘0 7‘5 16.0 12‘ 5 15‘,0 17‘.5 Zd.O 22‘,5 25‘.0 27‘.5 min
mv
Detector A Ch1:254nm
2500 —petector A Ch2:320nm
2000
B
1500
1000
500-] |
O T ‘ T T T T T T T
0.‘0 2‘5 5.‘0 7‘5 ld.O 12‘ 5 15‘.0 17‘.5 20‘.0 22‘.5 min
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Figura 29 Cromatogramas das reacdes n° 7 e 11, e do padréo da mistura racémica dos NFC.
Coluna C18, MeOH:H20 80:20, fluxo 0,5 mL min.. (A) — Salicialdeido; (B) — Nitroestireno; (1a,1b)
— Padrdo Cromenos (expandido).

Foi usada uma coluna cromatografica com fase estacionaria ndo quiral,
pois 0 objetivo ndo era separar ou quantificar os isbmeros, mas sim identificar se
havia ou ndo formacéao destes.

Conforme resultados apresentados das reacdes n° 7 e 11 é perceptivel que
nao houve formacéo do produto. As demais reacdes apresentaram cromatograma
idéntico quanto a formacao dos produtos.

N&o havendo éxito na catalise com o derivado sintetizado, partiu-se para
um novo derivado a partir de metanal (F) e (L)-cisteina (E) em diferentes

condicoes.

o OH
(0] S
H)J\H * HS/\#OH HmO
NH, H H
(F) (E) (3b)

Esquema 29 Reacéo de formacéo de tiazolidina a partir de metanal e (L)-cisteina.

As reacBes ocorreram em temperatura ambiente, PBS foi escolhido como
solvente, porém foram adicionados 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) nas reacoes
13, 14 e 15. As reacdes foram mantidas em agitacdo por 24 h, as reacdes 10, 11
e 12 foram adicionados trietilamina (EtsN).

O mecanismo proposto e esperado para a reagdo de sintese do 3b esta
demonstrada no esquema 28.

Apbs as 24 h de tempo de reacdo foram adicionados em cada um dos
baldes das reacdes os reagentes da sintese dos cromenos. As reacfes foram

acompanhadas por CLAE por cinco dias, figura 30.
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Tabela 3 Sintese “one-pot” cromenos

Metanal Cisteina

Salicilaldeido Nitroestireno

Reacio = E Solvente EtsN A B Produto
i (m(m)ol) (mS)I()’/o)a (tmL)  (mol%y (m(m)ol) (m(m)ol) (1a e/ou 1b)
1 5 20 PBS i 7,5 25 Nd
2 5 60 PBS i 7.5 2,5 Nd
3 5 100 PBS i 7,5 25 Nd
4 50 20 PBS i 7.5 2,5 Nd
5 50 60 PBS i 7,5 25 Nd
6 50 100 PBS i 7.5 2,5 Nd
7 100 20 PBS i 7,5 25 Nd
8 100 60 PBS i 7.5 2,5 Nd
9 100 100 PBS i 7,5 25 Nd

10 100 20 PBS 1 7.5 25 Sim
11 100 60 PBS 1 7.5 2,5 Sim
12 100 100 PBS 1 7.5 25 Sim
13 100 20 PBS+DMSO - 7.5 2,5 Nd
14 100 60 PBS+DMSO - 7.5 2,5 Nd
15 100 100 PBS+DMSO - 7.5 2,5 Nd

38Em relacdo a quantidade de nitroestireno adicionado em solugéo na segunda etapa.

®Em relagdo a quantidade de metanal.

nd = (ndo detectado) concentra¢des abaixo do limite de quantificagao.

mv

Detector A Ch1:254nm
500—Detector A Ch2:274nm

la/1b

min

Detector A Ch1:254nm
2500-|Petector A Ch2:274nm

min

Figura 30 Cromatogramas da reacdo n° 10 e padrdo da mistura racémica dos NFC. Coluna C18,
MeOH:H20 80:20, fluxo 0,8 mL min.t. (A) — Salicialdeido; (B) — Nitroestireno; (1a/1b) — Padréo

Cromenos.

A injecdo dos padrdes mostrou que o tempo de retencdo (TR) do

nitroestireno, salicilaldeido e trietilamina s&o todos entre 3 e 4 min., por iSso

houve sobreposi¢cdo no cromatograma da reacéo 10.
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A utilizagdo de trietilamina favoreceu de alguma forma a formacao dos
produtos, porém até esta etapa do trabalho s6 foi possivel correlacionar com a
mistura racémica, pois ndo houve injecdo em coluna quiral. O intuito até esta
etapa era buscar as melhores condi¢gdes para sintese dos produtos.

O pH das reacgdes permaneceu entre 5 e 6,5 aproximadamente, sendo que
as reacGes com trietilamina o pH iniciou proximo de 8 e 9 e das demais proximo
de 6 e 7. As reacdes cuja formacéo do produto foi observada ndo demonstraram
grande diferenca no rendimento, por isso, as reacdes subsequentes embasadas
nesses resultados foram langadas com menor quantidade de catalisador.

O modelo apresentado no esquema 20 (trietilamina pag. 48) pode explicar
a possivel formacdo de produto nas reacdes. A base abstrai o préton do grupo
fenol do salicilaldeido e o ativa, ha sequéncia sem interagir com a tiazolidina esse
ataca o nitroestireno sem preferéncia de face (Re/Si), caso tenha procedido dessa
forma houve formacdo de mistura racémica e sem influéncia do
organocatalisador. Outra hiptese € que a trietilamina auxiliou a tiazolidina na
organocatalise ou até mesmo catalisou interagindo com o salicilaldeido,
possibilitando a reagdo enantiosseletiva. Para avaliar tais proposicoes e para
buscar as melhores condi¢Ges de reacdo foram realizados novos experimentos

com condic¢des variadas (Tabela 4).

Tabela 4 Sintese “one-pot” cromenos.
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Metanal Cisteina Salicilaldeido Nitroestireno
Reagdo ) © Solvente  EtsN ) (®) Produto %
(ImL) (mol%)® (1a e/ou 1b)
(mmol) (mol%)? (mmol) (mmol)
1 100 5 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
2 100 20 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
3 100 60 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
4 100 20 Agua 1 7,5 2,5 SIM 0
5 100 20 DMSO 1 7,5 2,5 Nd -
6 50 20 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
7 5 20 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
8 100 20 PBS 5 7,5 2,5 Nd -

38Em relacdo a quantidade de nitroestireno adicionado em solu¢édo na segunda etapa.

PEm relacdo a quantidade de metanal.

Nd = (ndo detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificagéo.
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Os pH das reacdes iniciaram entre 8 e 9, ap0s aproximadamente 36 horas
ja adicionados os reagentes da segunda etapa, o pH baixou para 5 ou 6. O
acompanhamento das reacdes foi diario por CLAE, coluna C18 nas primeiras 96
horas e coluna quiral apds esse tempo até aproximadamente 10 dias.

Os resultados das analises demonstraram que o rendimento das reacdes
foi 0 mesmo para as condicbes que variaram apenas o solvente, agua e PBS
(Figuras 31, 32 - reacfes 2,4), ja para 0 DMSO pode-se perceber a ndo formacao
de produto. Ao se usar metanal em concentra¢des inferiores ou iguais a 50 mmol
obtiveram-se melhores resultados (Figuras 34, 35 - reacbes 2 e 7). A
concentracdo de catalisador igual a 20 mol% apresentou melhores resultados e a
guantidade ideal de EtsN foi 1 mol%. O padrdo da mistura racémica de la e 1b

também esta representado a seguir pela figura 33.

mV
3000 Detector ACh1.254nm
IDetector ACh2:274nm
2500+

20007
15007
1000]

500

0:
T S T L T T T B B B B e B B e e S B S B B S
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min

Figura 31 Cromatograma da reacgéo n° 2. Coluna C18, MeOH:H20 80:20, fluxo 0,5 mL min.™.,

mV

iDetector ACh1:254nm
Detector ACh2:274nm
2500

20007
15009
10009

5001

0:
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 min

Figura 32 Cromatograma da reacgéo n° 4. Coluna C18, MeOH:H20 80:20, fluxo 0,5 mL min.1,
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mV kgf/lcm2
1500 r
Detector A Chl1l:254nm 200.0
125&:Detector A Ch2:274nm i
] F175.0
1000 r
3 150.0
750 r
50041 F125.0
2507 -100.0
o] )\ )N i
71—+ 75.0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

Figura 33 Cromatograma da amostra padréo da mistura racémica de 1la e 1b. Coluna Celulose
(quiral), MeOH:alcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5 mL min.™t.

myv kgf/crr

sooo]Detector A Ch1:254nm F200.0
1Detector A Ch2:274nm F

2500 Fi17s5.0
2000 F

] Fi1s50.0
1500 F

1000 r12s5.0

500 F100.0

e — ‘ — —+75.0

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

Figura 34 Cromatograma da reacéo n° 2. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min.™.

myv kgf/cr
>s00jDetector A Chl:254nm Fz00.0

Detector A Ch2:274nm F
2000 Fi175.0
1500 F1s0.0
1000 [125.0
5007 F100.0

o B 7~ N\ AANAA /B /R C

+————————++75.0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

Figura 35 Cromatograma da reagcdo n® 7. Coluna Celulose (quiral), MeOH:é&lcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min.™,

Baseado nos resultados acima uma nova rodada de reacgdes foi realizada a
fim de buscar a otimiza¢do dos parametros reacionais, resultados na tabela 5.

Buscou-se com essa tentativa comparar: o solvente (reacbes 1a6e 7 a8
com 60 mol% de cisteina); diferentes concentracdes de metanal (reacdes 1 a 3 e

4 a 6); a variacado de salicilaldeido (amostra 9 com 7 das reacdes anteriores);
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variacdo de EtsN (reacfes 10 e 9); e por ultimo a fase orgénica (reacdo 11) frente

a aquosa (reacdes 1 a 10).

Tabela 5 Sintese one-pot cromenos.

Metanal Cisteina Salicilaldeido Nitroestireno
Reagdo ) © Solvente  EtsN A) ®) Produto e
(ImL) (mol%)® (la e/ou 1b)
(mmol)  (mol%)? (mmol) (mmol)
1 5 20 Agua 1 7,5 2,5 SIM 0
2 20 20 Agua 1 7,5 2,5 SIM 0
3 50 20 Agua 1 7,5 2,5 SIM 0
4 5 20 Agua 1 7,5 2,5 SIM 0
5 20 20 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
6 50 20 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
7 50 60 PBS 1 7,5 2,5 SIM 0
8 50 60 Agua 1 75 2,5 SIM 0
9 5 20 PBS 1 3,25 2,5 SIM 0
10 5 20 PBS 0,5 7,5 2,5 SIM 0
11 50 20¢ DMSO 1 7,5 2,5 Nd -

aEm relacdo a quantidade de nitroestireno adicionado em solucéo na segunda etapa.
PEm relagdo a quantidade de metanal.
¢Sélida.

Nd = (ndo detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificacdo.

As reacOes foram acompanhadas por 45 dias usando CLAE/Coluna
Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5 mL min.”t. O pH foi
monitorado durante todo tempo de reacao.

As reacdes 1 a 6 evoluiram iguais, portanto o solvente nao influenciou
neste caso, 7 e 8 também nao divergiram.

A menor concentragdo de produto nas reagbes 3 e 6 quando comparadas
com 1 e 2 no primeiro caso e 4 e 5 no segundo, demonstram que 50 mmol de

metanal ndo é o ideal.
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400 rjwv . kgf/cm2
ssooDetector A Chl:254nm -200.0
jDetector A Ch2:274nm F
30003 1750

25005 5
20004 +150.0
15007 Fi2s.0

10007 E
500 F100.0

a1 / ‘\ r

o : N SRRN N rC

———— e 75,0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

Figura 36 Cromatograma da reacdo n°® 6. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min.™.

As reacdes 7 e 8 demoraram mais do que as reacdes de 1 a 6, talvez isso
deva ter ocorrido pelo fato de a solugdo de cisteina utilizada (60 mol%) tenha
maior quantidade de agua e entdo o meio reacional ter sofrido com tal acréscimo.

A reacdo 9 forneceu os produtos sem grande diferenca, portanto a

concentracdo de salicilaldeido utilizada foi satisfatoria.

mV kgf/cr
3500 L
iDetector A Chl1l:254nm -200.0
3000jDetector A Ch2:274nm -
250(ﬁ F175.0
2000 r
] -150.0
1500 C
] F125.0
1000 r
500- —100.0
O—f TN VAN 7\ VAN E
— - l7s0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

Figura 37 Cromatograma da reacdo n° 9. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min. 2.

A metade de trietilamina utilizada na reacao 10 obteve um resultado melhor
ou igual as demais em termos de rendimento.

O uso do solvente DMSO demonstrou que a reagédo néo procede bem em
fase organica apenas, isso pode se da pelo fato de que nas reacdes que

ocorreram em meio aquoso pode ter havido uma transferéncia de fase.
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mV kgflcm2
3500.Detector A Ch1:254nm 2000
3poojP€tector A Ch2:274nm ;

1 -175.0
2500 r
2000- -150.0
1500- i

] -125.0
1000 i

500~ -100.0
o “ L
R e T X
0.0 25 5.0 75 10.0 min

Figura 38 Cromatograma da reacao n° 11. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min.™,

Com tais resultados 4 novas reacOes foram lancadas a fim de tentar
produzir um dos enantibmeros em ee (Tabela 6). As reacdes foram
acompanhadas por CLAE/coluna quiral de hora em hora apos adicdo dos
reagentes da 22 etapa. O pH foi acompanhado desde o inicio da primeira etapa
(Tabela 7).

Tabela 6 Sintese one-pot cromenos.

Metanal Cisteina Salicilaldeido Nitroestireno
Solvente  EtsN Produto
Reacao (F) (E) (A) (B) %ee
(I mL) (mol%)® (1a e/ou 1b)

(mmol) (mol%)?3 (mmol) (mmol)
1 5 20 Agua - 3,25 2,5 Nd 0
2 5 20 Agua 0,5¢ 3,25 2,5 SIM 0
3 5 20 Agua 0,5¢ 3,25 2,5 SIM 0
4 - - Agua 0,5 3,25 2,5 SIM 0

38Em relacdo a quantidade de nitroestireno adicionado em solugéo na segunda etapa.
PEm relacdo a quantidade de metanal.

¢Adicionada na 12 etapa.

dAdicionada na 22 etapa.

Nd = (n&o detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificacéo.
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Tabela 7 Acompanhamento do pH das reagdes.

Reacdo 1 2 3 4 Quando foi medido?
pH 3 10 3 - Inicio

24 h ap6s o inicio da

pH 3 10 3

12 etapa
Inicio da 22 etapa
pH 3 6 6 9 apos adicao dos

reagentes

Os resultados demonstraram que a adicao de trietilamina pode ser tanto no
inicio da primeira quanto da segunda etapa. Nas reacdes 1 e 4 a trietilamina foi
decisiva na formacao dos produtos, uma vez que, na reacado 4 nao foi adicionado
organocatalisador e houve formacéao dos produtos (Figura - 39) e em 1 néo foi
adicionado trietilamina e conforme a tabela 6 percebe-se a ndo formacéo de

produto.

myv kgf/cm2

ao000-|Detector A Chl:254nm F200.0
1Detector A Ch2:274nm

3000

F175.0

F150.0

Fi125.0

F100.0

e —m 2> o
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

o

Figura 39 Cromatograma da reacdo n°® 4. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min. ™.

A base quando empregada possivelmente abstrai o hidrogénio fenélico e o
ion fenolato interage com o nitroestireno na sequéncia sem critérios assimétricos,
formando a mistura racémica dos cromenos, assim como no esquema 30.

Esperava-se que conforme esquema 30 as tiazolidinas sintetizadas (3a e
3b) ao interagirem com o aldeido formando um iminio produzissem um ambiente
quiral, e assim favorecessem a sintese enantiosseletiva do cromeno por realizar o

ataque em uma das faces pro-quirais do nitroestireno.
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Esquema 30 Proposta de possivel mecanismo para sintese assimétrica discutida.

O mecanismo proposto para a possivel sintese do cromeno, se inicia com a
condensacao do catalisador com o salicilaldeido (A) gerando o ion iminio. Em
seguida ocorre o0 ataque nucleofilico pelo oxigénio fendlico ao nitroestireno (B), de
maneira seletiva a uma das suas faces, orientado pela interacéo intermolecular
deste com o hidrogénio carboxilico, gerando o nitro-enolato, que promove o
segundo ataque ao sal de iminio quiral. A etapa final consiste na abstracdo do
hidrogénio a-NO:2 seguido de hidrdlise, obtendo-se o produto cromeno desejado
(Esquema 30).

Vale ressaltar que ainda na literatura ndo ha muitos estudos mecanisticos
detalhados de reacdes de adicdo assimétricas de Michael de aldeidos a
nitroolefinas a, B-insaturadas®.

Os resultados provaram a ineficacia das tiazolidinas sintetizadas, que
podem ser consideradas pseudo prolinas (tioprolinas®®), como

organocatalisadores da reacdo de sintese dos cromenos derivados de

68



Programa de P6s-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ

salicilaldeido e nitroestireno para as condi¢cdes testadas. Possivelmente por
serem incapazes de estabelecer interacdes de hidrogénio eficazes e ou
suficientes com o aceptor de Michael (nitroestireno). Por isso, a reacéo
enantiosseletiva de sintese dos compostos 1a e 1b, nas condi¢cdes que testamos,
ndo ocorreu ou ocorreu com baixissimo ee. A pouca nucleofilicidade do
salicilaldeido, mesmo apos formar o ion iminio, também pode ter contribuido para
0 insucesso da sintese.

Alguns trabalhos ja relatavam baixos ee em reacdes catalisadas por
derivados de tiazolidinas, como um trabalho publicado®® ainda na primeira década
de ascensdo da organocatalise que relata a tentativa de catélise assimétrica nas
reacdes entre cicloexanona e nitroestireno, e entre salicilaldeido e nitroestireno,
utiizando organocatalisador a base de pirrolidina-triazol. Inicialmente o
organocatalisador foi usado na reacgéo de nitroestireno e cicloexanona (Esquema
31), sendo obtido um composto com alto ee. Nao foram necessarios nenhum
outro composto como aditivo na sintese, inclusive sem solvente obteve-se bons
resultados. O sucesso da sintese aparentemente foi gracas as interacdes de

hidrogénio, em especial do anel piridinico, que melhoraram a atividade catalitica.

Q_&N

Wan VAN

N Nt N
H

R
N=N
G Wy
N
H
0 OQN\/\© 10 mol%
+ .
H,O
1h, t.a.
%ee 99
rend. 70%

Esquema 31 Adicdo de Michael de cicloexanona e nitroestireno. Adaptado®®.

Apés o0s resultados promissores 0s autores resolveram testar o

organocatalisador na reacdo de adicdo de Michael do oxigénio fendlico do
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salicilaldeido ao nitroestireno, seguido de uma reacéo intermolecular de Henry e
reacdo de desidratacdo (Esquema 32). Os resultados para tal sintese ndo foram

conforme desejados, fornecendo um produto com pobre ee.

0]

O,N = 20 mol%
H +
DMF

OH 30h, t.a.

%ee =24 R
rend. 30%

Esquema 32 Sintese assimétrica de nitrocromenos. Adaptado®.

Trabalhos utilizando organocatalisadores a base de tiazolidinas, em
especial a sintetizada a partir de cisteina e metanal, relatam baixos excessos
enantioméricos e formacgédo consideravel de subprodutos (alcool benzilico) em
reacdes de alquilagdo enantiosseletiva do benzaldeido com ZnEt: (adicionado a 0
°C), em ciclo-hexano a temperatura ambiente e em atmosfera inerte durante 24

horas (Esquema 33)°’.

CO,H

S
\—NH
0 OH
(20 mol%) "

H + ZnEt, : Et
Ciclo-hexano

0 °Clt.a.
Atm. inerte

Conversao 25%
%ee <5

Esquema 33 Reacéo de alquilagdo enantiosseletiva do benzaldeido com dietilzinco. Adaptado®’.

Tais reagdes produzem alcoois quirais secundarios, importantes blocos de

construcdo de muitos farmacos. A mesma reacdo utilizando os compostos da
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figura 40 apresentaram conversdes iguais a 98 e 97 e ee iguais a 77% e 76%

respectivamente para X e Z.

S/><COZMe S/B‘
HJ‘J\” ;PJ\H CO,Me

o L

X Z

Figura 40 Tiazolidinas derivatizadas para reacéo de alquilagdo.

Ainda assim, mesmo diante de tais resultados alcancados pela nossa
equipe, notamos que o relato do uso de tiazolidinas na organocatéalise é modesto
na literatura, logo, mostra-se como um campo que a ser mais explorado. Somente
com o aperfeicoamento das sinteses poderemos alcangar melhores resultados.

Um exemplo de tiazolidinas aperfeicoadas € a sintese promovida por
Schneider e colaboradores da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Recentemente promoveram também uma reacdo assimétrica de
Michael, sO0 que entre a cicloexanona e nitroestireno, catalisada por um
organocatalisador bifuncional do tipo tiazolidina-tioureia®?. Obtiveram 6&timos

rendimentos e excelentes ee (Esquema 34).

CF3

1 NJKH CFs

OZN\/\© 20 mol%
+ >

Acido benzéico (20 mol%)
96h, 0 °C

%ee 97
rend. 83%

Esquema 34 Reacéo assimétrica de Michael entre a cicloexanona e nitroestireno.
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A catalise baseada em amina (tiazolidina) e interacdo de hidrogénio
(tioureia) € uma potente ferramenta na sintese enantiosseletiva, porém o efeito do
solvente tem de ser levado em consideracdo. Quando agua, salmora e solventes
diferentes de apolares foram usados houve interacdo de hidrogénio com a por¢cao

tiodreia e houve desativagdo da mesma.

3.2 SINTESE ONE-POT (UNICO VASO) DE (R)-3-NITRO-2-FENIL-2H-
CROMENO (1a) E (S)-3-NITRO-2-FENIL-2H-CROMENO (1b) UTILIZANDO
DERIVADO DE (L)-PROLINA

Nosso grupo nos ultimos anos, se debrucou na tentativa de sintese
assimétrica da reacdo tandem intramolecular O-Michael-Henry entre saliciladeido
(A) e o nitroestireno (B). Como organocatalisador foram testados L-prolina e seus
derivados em quantidades estequiométricas, e também aditivos®8.

Ao se utilizar apenas (L)-prolina ou derivados sem cocatalisadores (aditivos
do tipo &cidos de Lewis ou aminoécidos) ndo obteve-se sucesso quando se tratou

de excesso enantiomérico (Esquema 35).

o NO,
O,N L-prolina | =
=
o \/\@ O/
MS 4A O
OH Cloroférmio

120h, ta. %ee =30 (R)

Esquema 35 Sintese do cromeno utilizando L-prolina como organocatalisador. Adaptado?®.

Porém com o acido de Lewis tetraisopropdxido de titanio (Ti(OiPr)s) sendo

utilizado como cocatalisador obteve-se 70% de ee de R. Esquema 36.
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(0] L-prolina
OzN\/\© 100 mol%
H + >
MS 4A
OH cocatalisador
Tolueno %ee =70 (R)
120h, t.a.

,
oo
>7

100 mol%

Esquema 36 Sintese do cromeno utilizando L-prolina e aditivo. Adaptado®®.

A explicacdo mais plausivel para tal resultado (Figura 41) trata-se da
hipétese da adicdo do E-iminio desejado (El) a face si do B-nitroestireno,
orientado pelo cocatalisador durante o estado de transi¢do, levando ao produto

cromeno com estereoquimica R*°.

N i e L
Z-IMINIO Z| E-IMINIO ElI 0.1.0

Q o _ =T
‘k@/ // O\(
\ OH &
Ox ® o2 o
\\6 _— N N N~
o) = N ®
OH

Face Si do nitroestireno O ET-Ti

/Z@

o,
0]

(R)-3-nitro-2-fenil-2H-cromeno

9
|

Figura 41 Representacdo do ataque de E-iminio a face Si de nitroestireno*®.
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O efeito do solvente, o tipo de organocatalisador, a presenga ou ndo de um
cocatalisador e sua constituicdo, dentre outros foram objetos de estudo do grupo
de Chen*® em sinteses enantiosseletivas “one-pot” de 3-nitro-2H-cromenos
organocatalisada por uma 4-hidroxiprolinamida simples e 4-nitrofenol como
cocatalisador. Conforme esquema 37 foi produzido o cromeno com Gtimos

rendimento e ee.

o (20 mol%)

NO, MS 4A ~NO2
R * J/ R’
Ph CHCls o” >pPh
OH ta., 5d

4-nitrofenol Rend. 93%
(20 mol%) %ee 80

Esquema 37 Sintese de de 3-nitro-2H-cromenos catalisada por uma 4-hidroxiprolinamida simples
com 4-nitrofenol como cocatalisador. Adaptado®.

Chen conclui que o organocatalisador, o solvente e o cocatalisador tiveram
papel importante no sucesso da sintese. O solvente, que € um doador de ligacao
de hidrogénio, ndo estabiliza o ion intermediario iminio formado como DMSO e
THF, que sao receptores de ligacbes de hidrogénio, mas também nao dificulta a
aproximacao facial do nitroestireno para a espécie intermediaria como 0s outros.
Quanto ao cocatalisador, acredita-se que ele tenha auxiliado a formacé&o do iminio
e a base conjugada desse tenha aumentado a nucleofilicidade do grupo hidroxila
do fenol do salicilaldeido através de interac6es de hidrogénio ou desprotonacéo.
O organocatalisador possui uma hidroxila que pode ter direcionado o ion
intermediario e ativado o grupo nitro durante a condensacao.

Estudos recentes de Rahul Mohanta e Ghanashyam Bez®®, relatam
excelentes resultados na sintese de la utilizando-se derivados de (L)-prolina
como organocatalisadores e alguns aditivos. Os melhores resultados se deram
pelo emprego do organocatalisador N-fenil-L-prolinamida e 4-nitrofenol como

cocatalisador nas condi¢cfes abaixo representadas no Esquema 38.
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CHO ” NHPh
NO
@OH 10mol% m ?
O~ "Ph

+ p-nitrofenol (10 mol%)
o NO; szncel'ratr:o;ci"car;g Rend. 96%, %ee > 99
3, L.ad. ,

Esquema 38 Reacéo tandem o-Michael-Henry catalisada por N-fenil-L-prolinamida.

O artigo, enfatiza as dificuldades de sintese de cromenos a partir de
salicilaldeido e nitroalcenos, como a baixa reatividade/seletividade e longo tempo
de reacdo. Isso devido principalmente a baixa nucleofilicidade do salicilaldeido
devido a deslocalizacdo do par de elétrons e a propria reacdo de oxa-Michael que
€ considerada dificil devido a baixa nucleofilicidade do oxigénio e reversibilidade
da reacéao.

Segundo os autores, ao promover a mistura do catalisador (N-fenil-L-
prolinamida) e do nitroestireno, e acompanha-la por RMN de H, ficou sugestiva a
interagdo de hidrogénio da amida com o nitroalceno (Figura 42). Tal interacdo
pode ter favorecido a sintese enantiosseletiva através da orientacdo apenas da

face Si do nitroestireno para adicao do ion formado (Figura 43).
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Figura 42 Interagdo do nitroestireno e 0 organocatalisador, denotada pela variagdo no

deslocamento do sinal do hidrogénio da amida no RMN de H.

eo0
\
@
- N A, S H
; A 1
H R

Figura 43 Perspectiva mecanistica na adicdo de oxa-Michael dirigida por ligacdo de H.

Como um dos interesses do nosso grupo é a sintese enantiosseletiva do

cromeno para posterior utilizagdo do mesmo, os trabalhos chamaram nossa

atencao e buscou-se reproduzir o método utilizado no artigo de Mohanta e Bez.

Primeiro sintetizamos o catalisador N-fenil-L-prolinamida (4) a partir da N-
Boc-L-prolina (G), anilina (I), e DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida) (H), seguindo

a metodologia da literatura®®, conforme esquemas 39 e 40.
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dicicloexil ureia (DCU) (4)
rend. 90%

Esquema 39 Sintese da prolinamida (4).
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HN\©
(L)
Esquema 40 Mecanismo da reacgédo de sintese do organocatalisador 4.

Nesta reacdo, inicialmente ocorre uma reagdo acido-base, através da
abstracao do proton da boc-prolina (G) pelo par de elétrons de um dos atomos de
nitrogénio do DCC (H). O anion carboxilato entdo é gerado e ocorre uma adicao
nucleofilica do mesmo ao carbono eletrofiico do DDC protonado. A amina
primaria, da anilina (1), ataca a carbonila do éster, provocando uma eliminacéo de
um derivado oxigenado do DCC. Por fim tal derivado do DCC abstrai um préton
da molécula levando ao produto protegido. A desprotecéo foi feita utilizando-se
acido trifluoracético (TFA) em diclorometano (DCM) seco.

A prolinamida da anilina protegida (L) com grupamento BOC (terc-
butoxicarbonil) foi caracterizada por RMN de H e 13C. E interessante ressaltar
gue apesar de existir varias sinteses na literatura para a prolinamida passando
por este intermediario em nenhuma é discutida a caracterizacdo. Talvez, isso seja

observado devido ao alargamento dos sinais devido aos possiveis rotameros do
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grupamento BOC. Apesar disso, e em colaboragcdo com o grupo de RMN da
Universidade Federal do Paran4, realizamos um estudo para tentar entender esse
resultado.

Primeiramente foi realizado os experimentos de RMN de 'H e C a
temperatura ambiente. Nesse experimento 0s sinais aparecem alargados tanto os
do espectro de RMN de *H quanto os de *3C. Diante desse resultado resolvemos
realizar experimentos a baixas temperaturas e apods a diminuicdo gradativa da
temperatura observamos uma grande resolucdo dos sinais, como mostrado na

figura 44 abaixo.

BN y. -15°C

|
LA AN —

f M

I, !

L ,_.|UI VA Jin M _)'ri\l/ AW

]L

T T T T T T T T T | T T T I T T T T

10 8 6 4 2 0 [ppm]

Figura 44 Espectros de RMN de 'H variando a temperatura de 25 °C até -15 °C.

Apés a realizacdo dos experimentos a -15 °C podemos realizar a
caracterizacdo completa da molécula que mostrou possuir 2 conférmeros mais
estaveis. No espectro de RMN de 'H na regido de 10 ppm aparece um simpleto
do hidrogénio ligado a nitrogénio, sinal pouco alargado caracteristico de amida. Ja
na regido de aroméaticos aparecem os sinais do grupo fenil da porcdo amida.

Nesta parte do espectro fica evidente que possivelmente 2 conférmeros estao
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presentes pois todos os sinais estdo duplicados e exibem uma proporgao

aproximada de 1:0,44.

— Ry PV W
: I &

T I
9 8 7 6 5 4 3
Figura 45 Espectro de RMN de *H do composto N-Boc-N-fenil-(L)-prolinamida (L).
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Podemos observar na ampliacdo do espectro da BOC prolinamida que na
regido de aromatico existem 3 conjuntos de sinais mais intensos e integrando
para 2:2:1, observando que o sinal em aproximadamente 7,5 ppm possui uma
integragdo um pouco maior devido a sobreposicdo com sinais do outro
conférmero. Corroborando com a informagdo temos 2 sinais alargados
possivelmente dos hidrogénios do grupo NH da amida em 9,68 e 7,9 ppm

respectivamente (Figura 46).
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Figura 46 Ampliac&o do espectro de RMN de *H do composto (L).

o

Analisando outra porcdo importante do espectro € possivel observar 2
sinais muito caracteristicos para essa classe de moléculas, que € o sinal do
hidrogénio do carbono quiral. Esse sinal esta mais deslocado devido a influéncia
dos grupos vizinhos, tanto o efeito retirador de elétrons do atomo de nitrogénio,
guanto do grupo carbonila da amida. Neste caso aparecem como um dupleto
(quase desdobrando para um duplo dupleto - dd) e um duplo dupleto classico

para o outro conférmero (Figura 47).
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Figura 47 Ampliacdo do espectro de RMN do composto (L).

Os sinais relativos demais hidrogénios do anel pirrolidinico estdo de acordo
com o esperado tanto em suas propor¢cées quanto nos seus deslocamentos e
como mencionado anteriormente estdo duplicados. Por ultimo, observamos na
mesma propor¢cao os sinais dos hidrogénios do grupo tert-butil, que se aparecem

na forma de um simpleto, no caso um simpleto para cada conféormoro (Figura 48).
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Figura 48 Ampliacdo do espectro de RMN do composto (L).

Para o espectro de RMN de 3C o espectro apresenta os sinais
duplicados como esperado. Na regido de “carbonilas” dois conjuntos de sinais
devido a presenca das carbonilas tanto do grupo amida como do grupo BOC.
Outros sinais importantes e que demonstram que o produto foi obtido de forma
satisfatoria € a presenca dos sinais dos carbonos aromaticos, neste caso sao
esperados 4 sinais para cada conférmero devido a equivaléncia de sinais de

alguns carbonos. Os demais sinais estdo de acordo com o restante da molécula.

83



Programa de P6s-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ

84

— 15648
— 15477
13826
—— 13703
_—12912
=_ 12880
_—12455
—— 12364
_— 11967
=— 11932
8106
~s084

7736
7o
7873
— 6194
— 6025

4714
——3108
2831
——27.11
_— 2461
——2386

L L

}.—
L

—— 000
T T

[rel]

T T T T T T T T T T T T T T T T
160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 49 Espectro de RMN de *C do composto (L).

Uma hipo6tese, que € bem comum para essa classe de moléculas é a
formacéo de conférmeros dependentes, quanto a predominancia de cada um, de
fatores como interacdes de curto alcance e efeito do ambiente (isolado ou em
solventes)®:. Estudos revelaram as principais conformacdes de prolinamidas
simples que servem como exemplo base de um peptideo®:. Devido a existéncia
de mais de um A&ngulo diedro na molécula de N-acetil-N-metilprolinamida
estudada, espera-se conforme os estudos tedricos/computacionais que haja pelo
menos 16 geometrias diferentes para esta molécula.

Os conférmeros analisados para a molécula contribuiram ou ndo para o
equilibrio conformacional, isso baseado especialmente na energia de estado de
cada um. Usando calculos da mecéanica quantica chegaram a oito conférmeros
plausiveis, sendo que conforme o meio ha a predominancia de um ou de outro
devido a estabilidade.

Dados experimentais de RMN de 'H demonstraram a presenca de dois
conférmeros distintos devido a rotag&o livre em torno da ligagdo —NC(O)Me,
gerando as geometrias cis e trans, sendo o trans em todos 0s meios 0 mais

estavel (Figura 50).

T —
[ppm]
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Figura 50 Sinais de RMN *H dos conférmeros cis e trans.

A caracterizacdo do composto desprotegido, prolinamida (4), foi mais facil
devido a remocéo do grupamento BOC, justamente o0 grupo que gerava as duas
possibilidades. Foi caracterizada por RMN de 'H e de *3C e estdo de acordo com
os dados da literatura. Os sinais mais caracteristicos sdo a presenca dos sinais
dos hidrogénios aromaticos na regiao entre & 7 e 8 ppm e um simpleto referente
ao hidrogénio ligado a nitrogénio do grupo amida. Em & 3,86 o espectro apresenta
um duplo dupleto com constantes de acoplamento de J = 9,2 Hz e 5,2 Hz
referente ao sinal do hidrogénio do carbono quiral que possui acoplamento com

0s seus 2 hidrogénios vizinhos.

85



Programa de P6s-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ

.74
0.00

. )
-\\\J\N
H

I
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

E e S

Figura 51 Espectro de RMN de *H da prolinamida (4).

Analisando ainda o espectro de RMN de *H é possivel verificar 2 sinais que
foram atribuidos aos hidrogénios na posic¢éo vizinha ao grupo amino. E possivel
atribuir a cada sinal a multiplicidade de um triplo dupleto devido ao acoplamento
geminal entre eles devido a serem estereotopicos e ao acoplamento com os 2
outros hidrogénios vizinhos. As constantes de acoplamento encontradas foram de
J=10,2; 6,8 e 6,8 Hz respectivamente, porém nao € possivel atribuir quais seriam
as constantes vicinais e a geminal. O sinal ainda apresenta uma caracteristica de

“telhado” devido a ser um sistema de acoplamento de segunda ordem (Figura 52).

86



Programa de P6s-Graduag&o Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ 87

— 0 W O 0w OW oD O W~

[SNRNeI N N AW @AW N ©

) = = o™ ST M AN O D @

1w NN NN N

— o o R B e B e B e B e B e B R |
Hc Ha/Hb

Ha
Hb""

o o
i S

3.7 3.6 3.5 3.4 33
Figura 52 Ampliac&o do espectro de RMN de *H da prolinamida (4).
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Os sinais para o espectro de RMN de *3C estdo de acordo com os da
literatura e estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8 Comparacéo dos sinais de RMN de *3C da prolinamida sintética com a literatura.

Carbono 6 (ppm) Prolinamida & (ppm) Prolinamida literatura
Cc=0 173.40 173.0

Aromatico 137.86 137.6

Aromatico 128.95 128.7

Aromatico 123.92 123.7

Aromatico 119.28 119.0

CH 61.05 60.7

CH; 47.36 47.1

CH: 30.76 30.5

CH2 26.31 26.0
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Apdés a obtencdo do catalisador partiu-se para a tentativa de sintese do
cromeno la (Esquema 38, pag. 74). A tabela 9 resume, além do método de

Mohanta e Bez, as condi¢des das reacgoes.

Tabela 9 Sintese organocatalitica do composto 1a.

Salicilaldeido Nitroestireno Catalisador

) (A) ®) @) Cocatalisador Solv. Produto
Reagao (1a e/ou 1b) Ve
0 0
(mmol) (mmol) (mol%) (20 mol%) CHCl3 (2a elou 2b)
1 0,5 0,5 10 p-nitrofenol 0,5mL Nd -
2 5 0,5 10 p-nitrofenol 0,5mL Nd -
Ti(OiPr)a
3 0,5 0,5 10 p-nitrofenol 0,5mL Nd -
p-nitrofenol i
4 0,5 0,5 100 (100%) 0,5mL Nd
5 0,5 15 10 p-nitrofenol 0,5mL Nd -
AcOH 2,5mL
6 0.2 02 30 (30 mol%)  + 50 pL H.O Nd i
7 0,5 0,5 10 p-nitrofenol fas,e_ solida, SIM -
silicalg
8 05 05 : . fase solida, gy .
silicalg

Nd = (ndo detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificacdo.

As reacdes de 1 a 5 também tiveram adicdo de 50 mg de peneira molecular 4 A e foram mantidas a 22 °C. A reacéo 6
foi mantida a 30 °C.

Abaixo na figura 53, o cromatograma da reacdo 1 € apresentado junto ao
padrdo do cromeno (TR = 10,0 — 12,0 min.). Pode-se perceber que ndao houve
formacé&o do produto desejado. Os cromatogramas das demais reacoes, de 2 a 6,

apresentaram o mesmo comportamento.

mv
4000 Detector A:254nm

3000
2000

1000

o
ENL Ly B By By B R L L R R ey
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 min

Figura 53 Cromatograma da reagdo n° 1 e padrdo cromenos 1b;la. Coluna Celulose (quiral),
MeOH:élcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5 mL min.™.
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J& as reacgOes 7 e 8 apreesentaram formacgéo do produto, porém apenas a

mistura racémica de la e 1b (Figura 54).

mv
<Detector A Ch1:254nm
10001Detector A Ch2:274nm

750
500

250

0 i y
] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 min

Figura 54 Cromatograma da reacdo n® 7. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min.™,

A reacdo 1 ocorreu exatamente nos mesmos parametros do artigo, por
alguma razdo chegamos a resultados distintos dos apresentados no mesmo.
Esperava-se que apds a formacgdo do ion iminio a reagdo ocorresse com controle
enantiomérico devido orientacdo do nitroestireno, guiada pela interacdo de
hidrogénio com a amida secundaria. Neste processo empregou-se também o
cocatalisador p-nitrofenol com o intuito de auxiliar tanto na orientacdo do
nitroestireno, quanto no ambiente quiral gerado pela formagcdo do intermediario
iminio, sob uma acidez apropriada oriunda da presenca do cocatalisador®®.
Existem hipdteses também da base conjugada do cocatalisador aumentar a
nucleofilicidade do grupo hidréxido do fenol*.

Os resultados obtidos estdo muito distantes dos relatados pelo grupo do
artigo, para as mesmas condicdes reacionais e metodos relataram 99% de ee.
Em nossas tentativas o produto ndo foi formado, seja racémico ou com alguma
pureza enantiomérica. Cabe a partir de tal fato observar o melhor caminho para
recorrer aos autores e ou revista cientifica para que garantam a reprodutibilidade
de seus resultados.

As reacgdes 2 e 5 nos reproduzimos as condi¢cdes do artigo com excecao da
proporcdo entre o aldeido e a olefina, ja que o método usual (reacdo 1) ndo
funcionou. Nestas reacdes a variacdo tanto do aceptor, quanto do doador de

Michael ndo interferiram no resultado final.
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Na reacdo 4 buscou-se reproduzir a reagcdo com quantidade igual de
reagentes e catalisador e cocatalisador. Nao foi observado a formacao do(s)
produto(s) para tal condicdo também.

A reacdo 3 tentamos atraves do cocatalisador adicional (Ti(OiPr)s), criar um
ambiente em que a orientacdo da olefina pudesse propiciar a sintese
enantiomérica (similar Figura 41, pag. 72), porém, ndo houve formacdo do
produto, o que pressupde que por algum motivo a reacdo nao prosseguiu apos
formacao do intermediario iminio, ou seja, mesmo que ainda na orientacdo correta
do eletréfilo o nucledfilo ndo reagiu.

Hong Du e colaboradores, citam a ineficacia de um catalisador similar ao
gue utilizamos nesse trabalho em reac¢des alddlicas enantiosseletivas de aldeidos
para sintese de (R)-pantolactonas em DCM (Esquema 41), a ponto de ndo haver
formagdo do produto, inclusive faz citacdo ao artigo de Mohanta e Bez. Cabe
mencionar que para outros aldeidos e solventes péde-se obter altos rendimentos

e ee, porém baixas diastereoseletividades®?.

10 mol%)

'L Q
o)
O Q HO
+ J\mo\/ o~ NaBH,
H o H CHoCl, 60 h, Ta. MeOH o)

O O

Esquema 41 Reacédo alddlica enantiosseletiva de aldeidos para sintese de (R)-pantolactonas.

Reacdo 6 baseou-se no sucesso da reacéo intramolecular de Michael na
sintese de ceto-aldeidos ciclicos quirais, de M.Kikuchi e colaboradores®® (Figura

47), porém, nao se obteve sucesso para a sintese dos cromenos.
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O

/

0 H 0] Ph
o) @]
(30 mol%)
H / > H * %
AcOH (30 mol%)
CHCI5 - H,O
30°C,1h cis/trans
ee% = 92/75

rend. 92%

Esquema 42 Reacdao intramolecular de Michael na sintese de ceto-aldeidos ciclicos quirais.

Reacdes 7 e 8 foram conduzidas em fase solida (silica gel 60 A, 40-63 pm
(Sigma-Aldrich®)). A reagdo 7 com prolinamida e nitrofenol e a 8 apenas com
salicilaldeido e nitroestireno. Em ambos 0s casos obteve-se a mistura racémica
dos produtos, logo, entende-se que a reacdo em fase solida ndo pbde ser
catalisada e néo teve ee. Foi uma surpresa para o grupo a sintese dos compostos
la e 1b sem a necessidade de uma base, por exemplo, trietilamina que ja foi
citada. Na literatura ndo ha registros dessa modalidade sintética para essa

reacao.

3.3 SINTESE ONE-POT DE (R)-3-NITRO-2-FENIL-2H-CROMENO (1a)/(S)-3-
NITRO-2-FENIL-2H-CROMENO (1b) E (R)-2-FENIL-2H-CHROMENO-3-
CARBALDEIDO (2a)/(S)-2-FENIL-2H-CHROMENO-3-CARBALDEIDO (2b)
UTILIZANDO A ENZIMA CAL-B

A biocatélise sendo uma técnica atrativa tanto por sua eficacia quanto por
sua elegancia enquanto metodologia sintética verde. Optou-se nesse trabalho por
empregar a enzima CAL-B suportada em fase sdlida na sintese dos compostos
la, 1b, 2a e 2b. O intuito maior era explorar a possibilidade de promiscuidade da
enzima e investigar a sua eficacia para a sintese.

A lipase B de Candida antarctica (CAL-B) é uma serina hidrolase, tem um
residuo de serina em seu sitio ativo (além de histidina e aspartato) envolvido na
hidrolise de substratos, pertencente a familia das hidrolases o/, apresenta massa
molecular de 33 kDa e contém 317 aminoacidos. E um dos biocatalisadores mais

utilizados pela indlstria, em especial a farmacéutica?®.
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CAL-B normalmente catalisa a hidrélise de ésteres em meio aquoso,
promove esterificacbes e transesterificacdes®, mas também apresenta alta
atividade para catalisar a formacao ou clivagem de ligacées C-C, C-N e C-S, se
mostra eficaz para adicdes de Michael?3.

A fase solida a qual a CAL-B estava imobilizada promove a estabilidade
térmica, favorece reutilizacdo e com isso diminui custos, € melhor para manuseatr,
€ compativel com condi¢cdes brandas, evita interacbes com o solvente, dentre
outras caracteristicas.

Zaidi e colaboradores, desenvolveram estudos sobre alcodlise enzimatica
(CAL-B) de etil-1-fenilacetato, um acetato benzilico, do qual este e seus derivados
podem ser usados como blocos construtores de varios farmacos. Tal estudo
revela que a eficacia da desacetilacdo enzimatica promovida por CAL-B é
dependente da hidrofobicidade do solvente e da estrutura/natureza do

nucleofilo®.
OA OH OA
©  OoH E ° OAc
+)\/ CAL-B, DIPE N+ S +)\/
40 °C, 1d
(R,S) ee =99%

Esquema 43 Desacetilagdo enzimatica promovida por CAL-B

Como a CAL B j4 foi usada em reagBes de Michael, decidimos utiliza-la na
tentativa de sintese dos cromenos. Inicialmente cinco reacdes foram realizadas
para avaliar a capacidade de biocatalise da CAL B em diferentes condicfes para
a reacdo de formacdo dos produtos la e 1lb (Tabela 10). As reacdes foram
conduzidas em temperatura ambiente e acompanhadas diariamente por 30 dias

através de CLAE/coluna quiral.
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Tabela 10 Sintese biocatalitica dos cromenos.

Salicilaldeido (A) Nitroestireno (B) CAL B Solv. Produto

Reacéo Y%ee
(mmol) (mmol) (mg) (3mL) (lae/ou lb)
1 1 1 10 MeOH SIM 0
2 1 1 10 EtOH Nd 0
3 1 1 10 H20 Nd 0
4 1 1 30 MeOH Nd 0
5 1 1 10 - SIM 0

Nd = (ndo detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificagéo.

Os cromatogramas abaixo sdo da reacdo 1 e representam a evolucdo da
mesma. O primeiro corresponde as primeiras 24h de reacdo, o segundo a 17 dias
e o Ultimo 30 dias. Percebe-se que ndo houve alteracao significativa na formacéao

dos produtos e que o rendimento foi baixo.

mV kgflcm2
4000 i
|Detector A Ch1:254nm -200.0
Detector A Ch2:274nm ;
3000 175.0
2000 [1500
-125.0
1000+ i
-100.0
0 ] AR \ I
T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T 775-0
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

Figura 55 Cromatograma/acompanhamento da evolucdo da reacdo n° 1, 24h de reacdo. Coluna
Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5 mL min.™.
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mv kgflcm2
3500-Detector A Ch1:254nm 200.0
sooojPEtector A Ch2:274nm :

1 -175.0
2500- i
2000 11500
1500- i

] -125.0
1000 L

500- -100.0
o A [
‘ —— —— — —— —— ——75.0

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 min

Figura 56 Cromatograma/acompanhamento da evolucé@o da reacdo n° 1, 17d de reacdo. Coluna
Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5 mL min.-1.

mv kgflcm2
2500 Detector A Chl:254nm -200.0
{Detector A Ch2:274nm i
2000 -175.0
1500 -150.0
1000 -125.0
5007 100.0
o i
: — ——r — ——r ———75.0
0.0 25 5.0 7.5 10.0 min

Figura 57 Cromatograma/acompanhamento da evolucdo da reacdo n° 1, 30d de reacdo. Coluna
Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5 mL min.™.

As reacdes 2 e 3 nao formaram produtos e por isso os solventes etanol

(EtOH) e agua ndo sdo os ideais para a biocatalise/sintese a temperatura

ambiente. A reacdo 4 limitou a quantidade de biocatalisador ideal a valores abaixo

de 30 mg.

ApoOs a primeira tentativa foram lancadas mais dez reacgfes (tabela 11)

seguindo os resultados da primeira como norteadores.
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Tabela 11 Sintese biocatalitica dos cromenos.

Salicilaldeido Nitroestireno Cinamaldeido Produto
CAL B Solv.
Reacéo (A) (B) © (1a e/ou 1b) %ee
(mg) (3mL)
(mmol) (mmol) (mmol) (2a e/ou 2b)

1 3 1 - 10 - SIM

2 1 3 - 10 - SIM

3 3 - 1 10 - Nd

4 1 - 3 10 - SIM

5 3 1 - 10 MeOH SIM

6 3 - 1 10 MeOH SIM

7 3 1 - 10 Tolueno* Nd*

8 1 3 - 10 Tolueno Nd

9 3 - 1 10 Tolueno Nd

10 1 - 3 10 Tolueno* Nd*

Nd = (ndo detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificac&o.

*apOs um més foi adicionado Agua em ambas as reacdes, e entdo a 7 formou produto em 24 h.

As temperaturas das reacdes foram mantidas em 40 °C por 72h, ndo sendo

observada formacdo de produto ou quantidade significativa, apds foram

aumentadas para 80 °C. Por um periodo de 30 dias acompanhou-se as reac¢des

por CLAE/coluna quiral.

As reacbes em que houve formacdo de produto apresentaram picos muito

proximos da base (figura 58), logo ndo houve bons rendimentos nem taxa de

conversao.
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mV kgflem2
s000Detector A Chl:254n : -200.0
Detector A Ch2:274nn ;

] -175.0
3000+ i
] -150.0
2000+ i
] -125.0
1000 f
] ) -100.0
0 o i
T T e 75.0
0.0 2.5 5.0 75 10.0 12.5 15.0 min

Figura 58 Cromatograma da reacdo n° 5. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min.™..

Em seguida mais quatro reacdes foram realizadas a 40 °C com excecédo da

n° 4 que foi mantida a temperatura ambiente.

Tabela 12 Sintese biocatalitica dos cromenos.

Salicilaldeido Nitroestireno Cinamaldeido Produto
CAL B Solv.
Reacao (A) (B) © (la elou 1b) %ee
(mg) (3mL)
(mmol) (mmol) (mmol) (2a e/ou 2b)

1 1 - 10 10 DMSO Nd

2 1 - 10 10 Tolueno SIM

3 3 1 3 10 Tolueno Nd

4 1 - 10 10 Tolueno SIM

Nd = (ndo detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificacdo.

Novamente 0s picos estavam préoximos a base indicando baixissimo
rendimento.

Uma dltima tentativa consistiu em 19 reacfes variando a quantidade de
salicilaldeido (reacdo 18), o solvente, adicao ou nao de trietilamina e a quantidade

de enzima (Tabela 13).
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Tabela 13 Sintese biocatalitica dos cromenos.

Salicilaldeido Cinamaldeido Produto
CALB EtsN Solv. T
Reacéo (A) © (1a e/ou 1b) %ee
(mg) (mol%)* (1mL) (°C)
(mmol) (mmol) (2a elou 2b)
1 1 10 10 - Tolueno 27 Nd -
2 1 10 20 - Tolueno 27 Nd -
3 1 10 30 - Tolueno 27 Nd -
4 1 10 10 - Dioxano 27 Nd -
5 1 10 20 - Dioxano 27 Nd -
6 1 10 30 - Dioxano 27 Nd -
7 1 10 10 - Benzeno 27 Nd -
8 1 10 20 - Benzeno 27 Nd -
9 1 10 30 - Benzeno 27 Nd -
10 1 10 10 - Heptano 27 Nd -
11 1 10 20 - Heptano 27 Nd -
12 1 10 30 - Heptano 27 Nd -
13 1 10 20 1 Tolueno® 40 Nd -
14 1 10 20 - Tolueno® 40 Nd -
15 1 10 20 1 - 40 Nd -
16 1 10 50 1 MeOH® 40 Nd -
17 1 10 10 - Tolueno® 40 Nd -
18 5 10 10 - Tolueno® 40 Nd -
19 1 10 - - Tolueno® 40 Nd -

Nd = (ndo detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificagéo.

aem relacéo ao C.

b\Volume do solvente usado foi 3 mL.

Em nenhuma das reacdes o produto foi observado, o cromatograma abaixo

representado € um exemplo do resultado obtido para todas.



Programa de P6s-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ

mV kgflcm2
3000 i
Detector A Ch1:254nm -200.0
2500 Detector A Ch2:274nm| i
: 175.0
2000 0
1500 ;150.0
1000 -125.0
50(}2 -100.0
0 i
Y1750
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

Figura 59 Cromatograma da reacdo n° 10. Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico
80:20, fluxo 0,5 mL min.-1.

Solvente, temperatura, tempo de reacdo, quantidade de enzima
empregada, influenciam diretamente na estabilidade e atividade da enzima?3. A
estrutura do substrato é de fundamental importancia quanto a reatividade com a
enzima, isso porque tanto as interacdes com os residuos de aminoacidos quanto
com a cavidade da enzima podem favorecer ou ndo a conversao.

A enzima CAL-B se mostrou ineficaz na biocatalise da reacédo de sintese
dos cromenos.

Provavelmente ndo houve eficacia na interagdo entre o0
nitroestireno/cinamaldeido e os residuos de aminoacidos da enzima CAL-B, essa
suposicdo se baseia nos resultados obtidos com os aminoacidos (L)-cisteina,

neste trabalho, e (L)-prolina do grupo.

3.4 SINTESE ONE-POT DE (R)-3-NITRO-2-FENIL-2H-CROMENO (1a)/(S)-3-
NITRO-2-FENIL-2H-CROMENO (1b) E (R)-2-FENIL-2H-CHROMENO-3-
CARBALDEIDO (22)/(S)-2-FENIL-2H-CHROMENO-3-CARBALDEIDO (2b)
UTILIZANDO a-AMILASE

A a-amilase € do tipo amilolitica, ou seja, promove a hidrolise do amido.
Trabalha junto as outras duas na degradacdo do amido, sendo a responsavel por
romper as ligacdes no interior do substrato (endoamilase). E a enzima amilolitica

mais utilizada em diferentes industrias como alimenticia, de detergentes, téxteis,
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farmacéutica, de couro e papel®®. E também a amilase mais importante produzida
por animais, vegetais e microorganismos®’.

Enzima termoestavel, suporta temperaturas acima de 90 °C, porém, sua
faixa de trabalho ideal é de 55 a 70 °C para a atividade maxima. O peso molecular
esta na faixa de 40-70 kDa.

A imobilizacdo de enzimas em fase sélida torna possivel a reutilizacdo e
gera estabilidade em diversas temperaturas e pH®, isso faz com que estudos
contemporaneos® sejam conduzidos a fim de testar novos compostos, como
nanomateriais, para imobilizagcao.

Estudos realizados recentemente (2020)%°, demonstram a capacidade de
biocatélise de a-amilase em reacdes de adicdo do tipo aza-Michael de aminas
ciclicas a enonas em meio aquoso. O produto da reagado sao [3-amino carbonilas,
blocos construtores de diversas moléculas biologicamente ativas, além de serem
versateis intermediarios da sintese de 3-lactamas, amioalcoois e 3-aminoacidos.

O sitio ativo da a-amilase é constituido basicamente de Asp297-Glu230-
Asp206. Outros residuos como Asn295 também pode ser encontrado. Para a
reacdo mencionada acima os autores atribuem, através de estudos
computacionais, que os autos rendimentos sdo por causa dos residuos Glu230
gue interage com o proton do nucledfilo e aumenta sua nucleofilicidade, e Asn295
gue estabelece forte interacdo de hidrogénio com o grupo carbonila da enona o
estabilizando (Esquema 44).

H H
O-H o7H ‘o-H
/ o 7 S o
H o\fo 0 0.0 OYO
/ 230Glu 230Glu
23OGIu%d«®q )\q/é/_) Asp297 %O/@ Asp297 %O@ Asp297
(0] ey 0 o \H\ /\)\V/\ (@) \H\ /\)\
IS NS0 o
B —_— N\ —_— \
ol O o
N H H
H fe) v v
H\'N H\N
295As;/¢ 0 ©
295Asn 295Asn

Esquema 44 Mecanismo proposto para adicdo aza-Michael de anilina a 2-butenona usando a-
amilase.

Neste trabalho utilizou-se a a-amilase comercial extraida do pancreas do

porco. PPL (lipase from porcine pancreas, 6.8 U/mg). Esperava-se que, por
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promiscuidade da enzima, houvesse interacdo entre o seu sitio ativo e o
salicilaldeido e nitroestireno ou cinamaldeido através de catélise acido/base,
ativando o nucledfilo,b e de interacdo de hidrogénio ativando o
nitroestireno/cinamaldeido.

Foram realizadas seis reacdes a 50 °C e sob agitagéo. A enzima a-amilase
se mostrou ineficiente na sintese de cromenos a partir de salicilaldeido e
nitroestireno ou cinamaldeido, conforme resultados da tabela 14.

N&o foi encontrado na literatura exemplos de reagdes enantiosseletivas de
sintese de cromenos através da biocatalise envolvendo a a-amilase e as espécies
utilizadas neste trabalho ou parececidas.

Wang e colaboradores’® relatam a sintese de derivados 2H-cromenos
substituidos na posicao 3, utilizando diferentes condi¢des e reagentes, sendo os
resultados obtidos com rendimentos moderados a baixo. O salicilaldeido e alguns
derivados substituidos por grupos retiradores ou doadores de elétrons foram

utilizados junto a aldeidos ou cetonas a,B-insturados.

Tabela 14 Sintese biocatalitica dos cromenos utilizando a-amilase.

Salic. Nitroest. Cinamald. Produto
a-amilase EtsN Solv.
Reacéo (A) (B) © (lae/ou 1b) %ee
(mg) (uL) (uL)
(mmol) (mmol) (mmol) (2a e/ou 2b)
300 H0O/
1 1 - 3 50 - Nd -
2700 DMSO
300 H»O/
2 1 - 10 50 - Nd -
2700 DMSO
300 H0O/
3 3 1 - 50 - SIM -
2700 DMSO
300 H»O/
4 3 1 - 50 14 SIM -
2700 DMSO
300 H0O/
5 1 - 3 50 14 SIM -
2700 DMSO
6 1 - 10 50 - - Nd -

Nd = (n&o detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificacao.
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Todos os resultados sugerem que a biocatalise enantiosseletiva promovida
pela a-amilase € dependente da interacdo especifica do substrato com o sitio
ativo e da conformacéo da enzima, o que leva a entender que para a reacao o-

Michael/Aldol n&o se alcangou tal condicao.
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4 CONCLUSOES

Neste trabalho foram testados diferentes catalisadores assimétricos na
sintese de importantes compostos percussores de moléculas interessantes do
ponto de vista farmacolégico e biolégico. Houve grande aprendizado do grupo
com relacdo a organocatalise e biocatalise empregadas na producédo de
cromenos. As sinteses e design de organocatalisadores aumentaram a biblioteca
do nosso grupo de pesquisa proporcionando possibilidades de catalise
assimétrica de outros tantos compostos organicos diferentes dos trabalhados
neste.

As possibilidades para uma reacdo organica sado diversas, reagentes,
solventes, temperatura, catalisadores, cocatalisadores (aditivos), agitacdo, dentre
outros compde 0 meio reacional e influenciam no destino da reacdo. Os desafios
encontrados durante este trabalho foram muitos, nos levaram a construir um
conhecimento que até entdo ainda estava focado em um segmento. Diante do
gue temos em maos hoje surge oportunidades para trabalhos futuros para
aperfeicoamento das reacdes discutidas aqui e de tantas outras.

Para nossa surpresa ao tentar reproduzir o método do artigo que relata a
sintese do composto la com altissimo ee através da organocatélise assimétrica,
ndo houve formacdo detectdvel do produto, sendo assim, os resultados
divergiram. O insucesso da sintese pode estar relacionado ao procedimento, que
por algum motivo, na préatica pode ser diferente do relatado no texto. O préximo
passo é avaliar a possibilidade de buscar informacdes com 0s autores e ou revista
para maiores esclarecimentos.

Neste trabalho desenvolvemos um método inédito de sintese da mistura
racémica dos compostos la e 1b. Ao usar fase sdlida (silica) garantimos um
processo menos agressivo ao meio ambiente, mais econémico e simples. A partir
de tal feito h& de se pensar em otimizar o processo e investigar melhor para uso

nado s6 nessa, mas em outras rea¢des similares.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

51 METODOS GERAIS

As analises por CLAE foram realizadas em um cromatégrafo Shimadzu
Prominence (UFSJ-CCO), equipado com uma coluna quiral modelo ASTEC
CELLULOSE DMP com 4,6 mm x 25 cm e didametro de particula de 5 pm, uma
coluna C18 modelo Shim-Pack® com 4,6 mm x 25 cm e diametro de particula de 5
um, bomba de alta pressdao modelo LC-20AT, detector espectrofotométrico "UV-
vis" modelo SPD-10A e um injetor manual.

As reacfes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada,
utilizando-se silica gel 60 G (Macherey-Nagel®) com espessura de camada de
0,25 mm sob laminas de vidro (2 cm x 5 cm). As laminas foram reveladas em
camara de luz ultravioleta (comprimento de onda 254 nm), e também pelo vapor
de iodo.

As purificagbes por cromatografia em coluna de silica foram realizadas com
silica gel 60 A, 40-63 pm (Sigma-Aldrich®).

Os solventes foram removidos das reagfes através de um rota-evaporador,
sob presséao reduzida (20 - 30 mmHg). Os solventes e reagentes foram tratados e

descartados de acordo com a toxidade dos mesmos.

5.2 METODOS PARA A OBTENCAO DOS COMPOSTOS PROPOSTOS

5.2.1 Procedimento para sintese de [(E)-2-nitroetenil]benzeno (B)
(nitroestireno)

x_NO,
H%—N ® NaOH( aq
MeOH
Esquema 45 Reacéao de sintese do nitroestireno.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL e sob agitacdo magnética foram
adicionados 5 g (4,81 mL) (47,12 mmol) de benzaldeido, 3 g (2,7 mL) (50 mmol)

de nitrometano e 50 mL de metanol. A solucéo foi resfriada até -10 °C, e entdo foi



Programa de P6s-Graduag&o Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ 104

adicionado lentamente 6,25 mL de uma solugdo 8 mol L' de NaOH resfriada.
Apés a adicdo do NaOH a temperatura foi aumentada até a ambiente. Apos um
periodo de 15 minutos, foram adicionados 35 mL de agua gelada e imediatamente
transferido para um erlenmeyer de 250 mL, contendo 25 mL de solug&o de HCI 4
mol LX. Um precipitado cristalino foi formado e este foi filtrado e lavado com agua

gelada. O residuo foi recristalizado, utilizando etanol como solvente.

O/\/NOZ

(B)

Figura 60 [(E)-2-nitroetenillbenzeno

Solido amarelo (92% de rendimento).

Dados espectroscoépicos:
FM: CsH7NO:2
MM: 149,15 g mol?

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 7,4 — 7,55 (m, 4 H), 7,6 (d, J = 13,5 Hz, 1
H), 7,8 (d, J = 13,5Hz, 1 H).

RMN de 13C (CDCls, 50 MHz) & (ppm): 129,19, 129,45, 130,13, 132,19, 137,19,
139,15.

5.2.2 METODO GERAL PARA A SINTESE DOS CROMENOS

5.2.2.1 SINTESE DA MISTURA RACEMICA ((S)-3-nitro-2-fenil-2H-cromeno e
(R)-3-nitro-2-fenil-2H-cromeno):

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL e sob agitacdo magnética,
foram adicionados 1,1 mmol de salicilaldeido, 1,0 mmol de nitroestireno, 2 mL de

THF e 20 mol% de trietilamina. Deixou-se a reacdo em agitacdo por 120 horas a
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temperatura ambiente acompanhando a formacdo do cromeno por CCD
(Hx:CH2Cl2:Eter 5:1:1) e CLAE (C18 MeOH:H20O 80:20). Ap6s esse periodo
adicionou-se 10 mL de agua e o produto foi extraido com acetato de etila
(3X10mL). Entéo a solucao foi seca com Sulfato de sodio anidro e evaporou-se 0
filtrado. O produto foi submetido & purificagdo em coluna cromatografica em silica

gel, com o eluente: Eter etilico:Hexano:Diclorometano (1:5:1).

6 NO,
4a 3
8a(s)) 2
7 O ‘ry
8 1
(1a) (1b)

Figura 61 Isébmeros R e S do NFC.

Solido amarelo (80% rendimento)

Dados espectroscoépicos:

F.M.: C15H11NO3

M.M.: 253,25 g mol*

TF: 89,5-90,5 °C

[a]p®® = + 16,3 (c=0,05 g mL* em CHCIs)

RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & (ppm): 8,05 (s, 1H); 7,28-7,39 (m, 7H); 6,99 (td, J
= 0.8 Hz 7,9 Hz, 1H); 6,85 (dt, J = 0.8 Hz 7,9 Hz, 1H); 6,58 (s, 1H).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 153,68; 141,30; 136,90; 134,43; 130,55;
129,59; 129,40; 128,97; 127,14: 122,65; 118,05; 117,40; 74,38 ppm.

IV (umax, KBr, cm™): 3074 (C-H), 1649 (C=C), 1508 e 1340 (NOz2), 1493 (C=C)
aromatico, 1223 e 1121 (C-O-C).
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EM (m/z): [M + H]* = 254,08117 calculado (C15sH12NO3); 254,08113 encontrado.

CLAE (ASTEC CELLULOSE - Metanol 100%): maior enantibmero: tr= 11.4 min.,

menor enantibmero: tr = 10.5 min.

5.2.3 SINTESE CATALISADA POR TIAZOLIDINAS 3a E 3b

5.2.3.1 TIAZOLIDINA 3a

Figura 62 Acido (R)-2,2-dimetil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico.

F.M.: CeH11NO2S

M.M.: 161,22 g mol*

Em 13 balbes de fundo redondo de 125,0 mL e sob agitacdo magnética,
foram adicionados em cada 1, 10, 5, 50 ou 100 mmol (73 pL, 734 pL, 3,67 mL,
7,34 mL) de propanona, 20 mol% (0,06058 g) (em relacdo ao nitroestireno da
segunda etapa) de cisteina e 1 mL de solvente (Agua ou PBS) quando este
estava presente. Apos 24h, foram adicionados 7,5 mmol de salicilaldeido e 2,5
mmol de nitroestireno. Deixou-se a reacdo em agitacao por 5 dias a temperatura
ambiente, exceto duas delas que foram mantidas a 40 °C, acompanhando a
formacé&o do(s) cromeno(s) por CLAE (C18, MeOH:H20 80:20, fluxo 0,5 mL min.
1). Ao passar do tempo a mistura reacional passou de amarelo claro a amarelo

€SCuro qguase negro.
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5.2.3.2 TIAZOLIDINA 3b

H’)\N o)
H H

Figura 63 acido (R)-1,3-tiazolidina-4-carboxilico.
F.M.: C4H7NO2S
M.M.: 133,17 g mol*

Em uma primeira tentativa (tabela 3 dos resultados) usou-se 15 baldes de
fundo redondo de 125,0 mL e todos foram colocados sob agitacdo magnética. Em
trés deles (frascos 1, 2 e 3) foi adicionado 5 mmol (372 uL) de metanal (37%) e 20
mol% (0,5 mmol) (em relagdo ao nitroestireno da segunda etapa) de cisteina no
primeiro, 60 mol% (1,5 mmol) no segundo e 100 mol% (2,5 mmol) no terceiro. Nos
frascos 4 a 6 adicionou-se 50 mmol de metanal (3,72 mL) e repetiu-se a
guantidade de cisteina conforme anteriores. Ja nos frascos de 7 a 15 adicionou-
se 100 mmol de metanal e alternadamente 0,5, 1,5 e 2,5 mmol de cisteina. Em
todos os frascos foram adicionados 1 mL de PBS, sendo que nos frascos 13, 14 e
15 também foram adicionados 1 mL de DMSO. Nos baldes 10, 11 e 12 foi
adicionado 1 mol% (em relagdo ao metanal) de trietilamina - EtsN (1 mmol/0,14
mL).

Apoés 24h, foram adicionados 7,5 mmol de salicilaldeido e 2,5 mmol de
nitroestireno em todos os balGes. Deixou-se as reacdes em agitacdo por 5 dias a
temperatura ambiente, acompanhando a formag¢do do(s) cromeno(s) por CLAE
(C18, MeOH:H20 80:20, fluxo 0,5 mL min.!). O pH das rea¢6es foi monitorado.

Outra tentativa, tabela 4 dos resultados, contou com oito reacdes. Em 8
baldes de fundo redondo de 125,0 mL foram adicionados metanal (baldo 1 ao 5 e
8 = 100 mmol, 6 = 50 mmol e 7 = 5 mmol) e colocados sob agitacdo magnética.
Em seguida foi adicionado cisteina em todos (2 e 4 a 8 = 20 mmol%, 1 = 5
mmol% e 3 = 60 mmol%). Os solventes (1 mL) foram: 4 = H20, 5 = DMSO, os
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demais PBS. Em todos os frascos foram adicionados EtsN, sendo 5 mmol% no
oito e 1 mmol% nos outros.

Apoés 24h foram adicionados 7,5 mmol de salicilaldeido e 2,5 mmol de
nitroestireno em todos os baldes. Deixou-se as reacdes sob agitacao por 10 dias
a temperatura ambiente, acompanhando a formacédo do(s) cromeno(s) por
CLAE/C18, MeOH:H20 80:20, fluxo 0,5 mL min.* durante as primeiras 96 h e por
CLAE/ Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5 mL
min.”t. O pH das reagdes foi monitorado.

A terceira tentativa (tabela 5 dos resultados) contou com 11 reacdes,
realizadas em baldes de fundo redondo de 125,0 mL. Primeiro adicionou-se
metanal em cada um dos frascos da seguinte maneira: 1, 4, 9, 10 = 5 mmol, no 2
e 5=20 mmol, 3,6 a8 e 11 = 50 mmol. Em seguida adicionou-se a cisteina: 7 e 8
60 mmol%, os demais 20 mmol%. O solvente também foi adicionado nesta etapa
(2 mL), sendo H.O 1 a3 e 8, PBS 4 ao 7, 9 e 10, DMSO foi adicionado somente
ao baldo numero 11. A EtsN foi adicionada em todos os frascos (1 mmol%, exceto
em 10 = 0,5 mmol%).

Apobs 24h foram adicionados 7,5 mmol de salicilaldeido (exceto em 9 = 3,75
mmol) e 2,5 mmol de nitroestireno. As reacdes foram acompanhadas por 45 dias
usando CLAE/Coluna Celulose (quiral), MeOH:alcool isopropilico 80:20, fluxo 0,5
mL min.t. O pH foi monitorado durante todo tempo de reacéo.

Por dltimo 4 novas reacdes foram lancadas a fim de tentar produzir um dos
enantibmeros em ee (Tabela 6). As reacdes foram acompanhadas por
CLAE/coluna quiral de hora em hora ap6s adicao dos reagentes da 22 etapa por
18 horas e apos 12 de intervalo por mais 18 horas. O pH foi acompanhado desde
o inicio da primeira etapa. Em 3 bal6es foram adicionados 5 mmol de cisteina e
20 mmol% de metanal, além de 1 mL de agua. Nos baldes 2 (na 12 etapa) e 3 (na
22 etapa) adicionou-se 0,5 mmol% de trietilamina, essa quantidade também foi
adicionada em um quarto baldo. Nos quatro balbes foram adicionados 3,25 mmol

de salicilaldeido e 5 mmol de nitroestireno.
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5.2.4 SINTESE CATALISADA POR PROLINAMIDA (4)

5.2.4.1 SINTESE DA N-FENIL-L-PROLINAMIDA (4)

Em uma solugdo de N-Boc-L-Prolina, (5,1 mmol), N,N'-
Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (6 mmol) foi suspenso em CH2Cl2 seco (50 mL) e
agitado a 0 °C durante 1 hora. Em seguida, 55 mmol de anilina foram
adicionadas lentamente e a mistura de reacéao foi gradualmente agitada de 0 °C a
30 °C até a conclusédo da reacao. Depois que a reacdo foi concluida, conforme
monitorado por TLC, o subproduto insolavel N,N’-diciclo-hexiluréia (DCU) foi
removido por filtracdo e o filtrado foi evaporado a secura. O residuo oleoso obtido
foi dissolvido em CHCI3 e lavado consecutivamente com solugéo aquosa saturada
de NaHCO3, HCI aquoso (1,0 mol.L1) e salmoura. A fase organica foi seca sobre
Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob baixa presséo para fornecer o produto
bruto obtido que foi usado na proxima etapa sem purificacdo adicional. Para a
solucao do produto bruto em CH2Cl2 seco, TFA foi adicionado gota a gota durante
um periodo de tempo (7,5 mL, 9,82 mmol) a 0 °C e mantido sob agitagdo a
temperatura ambiente temperatura (t.a.) por 4 h. Apds a conclusdo da reacéo,
DCM e TFA foram removidos sob pressédo reduzida, o residuo foi basificado por
adicao gota a gota de solucao saturada de NaHCOs a 0 °C e agitado durante 1
hora & temperatura ambiente. O produto bruto foi extraido com CHClIs, seco sobre
Na:SO4 e concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna flash (SiO2) (eluente: CHCIl3:MeOH = 99:1 a 95:5) para

fornecer a correspondente fenil-L-prolinamida (4).

o~

N NHPh
H

Figura 64 (S)-N-fenilpirrolidina-2-carboxamida (Prolinamida).

Solido branco (90% de rendimento).
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Dados espectroscopicos:

FM: C11H14N20

MM: 190,25 g mol?

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 1,54-1,87 (m, 2H), 1,98-2,12 (m, 1H),
2,12-2,32 (m, 2H), 2,93-3,15 (m, J = 6,8, 6,8, 10,2 Hz, 2H), 3,86 (dd, J = 5,2, 9,2
Hz, 1H), 7,13-7,04 (m, 1H), 7,24-7,58 (m, 2H), 7,6 (m, 2H), 9,74 (s, 1H).

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 173,4, 137,86, 128,95, 123,92, 119,28,
61,05, 47,36, 30,76, 26,31.

5.2.4.2 SINTESE DOS CROMENOS

Em geral, em oito baldes de 100 mL foram adicionados (com algumas excec¢des)
salicilaldeido, prolinamida, peneira molecular 4 A (50 mg), nitrofenol, nitroestireno
e solvente cloroférmio. Todos os bal6es foram mantidos sob agitacdo. As reacdes
de 1 a 5 foram mantidas a 22 °C, a reacdo 6 foi mantida a 30 °C, 7 e 8 em
temperatura ambiente. As caracteristicas e quantidades de cada reacdo estédo
descritas na tabela que segue.
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Tabela 15 Condig¢8es das reacoes.

Reacdo Salicilaldeido Nitroestireno Prolinamida Nitrofenol CHCIs  Ti(OiPr)s AcOH

1 54 pL 0,0746 g 0,0145¢g 0,007 g 0,5mL - -
2 0,54 mL 0,0746 g 0,0145¢ 0,007 g 0,5mL - -
3 54 pL 0,0746 g 0,0145¢g 0,007 g 0,5mL 148 puL -
4 54 uL 0,0746 g 0,145¢g 0,07 g 0,5mL - -
5 54 pL 0,2238 g 0,0145¢g 0,007 g 0,5mL - -
2,5mL
6 22 L 0,0298 g 0,0174 g - + 50 pL - 3,4 uL
H.O
fase
7 54 uL 0,0746 g 0,0145¢g 0,007 g solida, - -
silicalg
fase
8 54 pL 0,0746 g - - sélida, - -
silicalg

5.2.5 SINTESE CATALISADA POR ENZIMAS

5.251 CALB

Em cinco balées de 100 mL, sob agitacdo e temperatura ambiente, foram
adicionados 1 mmol de salicilaldeido, 1 mmol de nitroestireno e 10 mg de CAL B
(1 a3 e 5)ou 30 mg (4). Também foram adicionados 3 mL de solvente, baldes 1,4
MeOH, 2 EtOH e 3 H20. No baldo numero 5 néo foi adicionado solvente.

As reacbes foram acompanhadas por 60 dias usando CLAE/Coluna

Celulose (quiral), MeOH:isopropanol 90:10, fluxo 0,5 mL min.™1.

Em uma segunda tentativa, dez rea¢Oes foram realizadas. Inicialmente em
10 balGes de 100 mL sob agitacgdo magnética e temperatura de 40 °C foram
adicionados os reagentes e solventes conforme tabela abaixo. Apos 3 dias a

temperatura foi aumentada para 80 °C.
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Tabela 16 Sintese one-pot de cromenos biocatalisada por CAL B.

Salicilaldeido Nitroestireno Cinamaldeido CAL B Solv.

Reacéo
(mmol) (mmol) (mmol) (mg) (3 mL)
1 3 1 - 10 -
2 1 3 - 10 -
3 3 - 1 10 -
4 1 - 3 10 -
5 3 1 - 10 MeOH
6 3 - 1 10 MeOH
7 3 1 - 10 Tolueno*
8 1 3 - 10 Tolueno
9 3 - 1 10 Tolueno
10 1 - 3 10 Tolueno*

*ap6s um més foi adicionado dgua em ambas as reacdes.

As reacbes foram acompanhadas por 30 dias usando CLAE/Coluna

Celulose (quiral), MeOH:isopropanol 90:10, fluxo 0,5 mL min.1.

Em uma terceira tentativa, quatro reacdes foram realizadas. Inicialmente
em 4 baldes de 100 mL sob agitacdo magnética e temperatura de 40 °C, exceto 4
gue foi mantido a temperatura ambiente, foram adicionados os reagentes e

solventes conforme tabela abaixo.

Tabela 17 Sintese one-pot de cromenos biocatalisada por CAL B.

Salicilaldeido Nitroestireno Cinamaldeido CAL B Solv.

Reacéao
(mmol) (mmol) (mmol) (mg) (3mL)
1 1 - 10 10 DMSO
2 1 - 10 10 Tolueno
3 3 1 3 10 Tolueno
4 1 - 10 10 Tolueno

As reacbes foram acompanhadas por 30 dias usando CLAE/Coluna

Celulose (quiral), MeOH:isopropanol 90:10, fluxo 0,5 mL min.™%.

Em uma udltima tentativa, em 19 bal6es de 100 mL sob agitacdo foram
adicionados salicilaldeido, cinamaldeido, CAL B, EtsN e solvente, conforme

112
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guantidades listadas na tabela abaixo. A temperatura das reacdes de 1 a 12

foram mantidas a 27 °C e as demais a 40 °C.

Tabela 18 Sintese one-pot de cromenos biocatalisada por CAL B.

. Salicilaldeido Cinamaldeido CAL B EtsN Solv. T
Reacéo

(mmol) (mmol) (mQ) (mol%)? (1 mL) (°C)
1 1 10 10 - Tolueno 27
2 1 10 20 - Tolueno 27
3 1 10 30 - Tolueno 27
4 1 10 10 - Dioxano 27
5 1 10 20 - Dioxano 27
6 1 10 30 - Dioxano 27
7 1 10 10 - Benzeno 27
8 1 10 20 - Benzeno 27
9 1 10 30 - Benzeno 27
10 1 10 10 - Heptano 27
11 1 10 20 - Heptano 27
12 1 10 30 - Heptano 27
13 1 10 20 1 Tolueno® 40
14 1 10 20 - Tolueno® 40
15 1 10 20 1 - 40
16 1 10 50 1 MeOHP 40
17 1 10 10 - Tolueno® 40
18 5 10 10 - Tolueno® 40
19 1 10 - - Tolueno® 40

a2em relacéo ao C.
bVolume do solvente usado foi 3 mL.

As reacdes foram acompanhadas por 30 dias usando CLAE/Coluna

Celulose (quiral), MeOH:isopropanol 90:10, fluxo 0,5 mL min.1.

5.2.5.2 a-AMILASE

Em 6 baldes de 50 mL mantidos sob agitacao e a 50 °C foram adicionados:
em todos 50 mg de enzima; 1 mmol de salicilaldeido em 1, 2, 5, 6; 3 mmol em 3 e
4; 1 mmol de nitroestireno em 3 e 4; 3 mmol de cinamaldeido em 1 e 5; 10 mmol

de cinamaldeido em 2 e 6. Também se adicionou 3 mL de solventes, sendo 0,3
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mL de agua e 2,7 mL de DMSO, exceto no baldo 6 que nédo foi adicionado
solvente.nos frascos 4 e 5 foram adicionados 14 uL de EtsN.
As reacOes foram acompanhadas por 30 dias usando CLAE/Coluna

Celulose (quiral), MeOH:isopropanol 90:10, fluxo 0,5 mL min.2.
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Apéndice 1 Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCIs) do composto B.
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Apéndice 5 Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) do composto L.
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Apéndice 6 Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) do composto L.
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