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RESUMO

ZANOTTO, Sandra Patricia. Utilizacdo de Enzimas e Microrganismos
para a Obtengdo de Compostos Oticamente Ativos. Floriandpolis, 2003. 115f.
Tese (Doutorado em Quimica Organica) — Programa de Pés Graduagdo em
Quimica, UFSC, 2003.

Neste trabalho foram exploradas metodologias alternativas de
imobilizacdo de enzimas e microrganismos para a manutencao das atividades
e estereosseletividades dos mesmos em meio organico. As células de
Saccharomyces cerevisiae (FP) foram suportadas em montmorilonita (K10),
recobertas ou ndo com gelatina (G), na presenca ou auséncia de sacarose (S)
ou trealose (T). Estes sistemas foram utilizados para a redugéo
enantiosseletiva do acetoacetato de etila e a-cloroacetofenona em hexano.
Para a reducdo do acetoacetato de etila com os sistemas FP/K10/G/S e
FP/K10/G/T o biocatalisador tornou-se mais estavel em meio organico,
formaram-se menos subprodutos e a atividade foi mantida. O S-(+)-alcool foi
obtido com ee>99% até a quarta reutilizagdo, com valores de %c de 19 e 20%
a 20°C, que foi a temperatura mais adequada para evitar a desativagdo das
células. Para a biorreducédo do acetoacetato de etila constatou-se que a funcéo
principal da sacarose, da mesma forma que a trealose e a agua, é de protecao
da parede celular do microrganismo. Os valores de ee e %c foram similares
com todos os sistemas. Na reducéo da a-cloroacetofenona obteve-se o R-(-)-2-
cloro-1-feniletano apdés 72h de reagcdo com ee 78-79%, quando o sistema
FP/K10/G/S foi utilizado a 20 e 30°C, respectivamente. A biorredugdo em
presenca do sistema FP/K10/G/S forneceu %c superiores e valores de ee(%)
inferiores aos obtidos em presenga do sistema FP/K10/G/T (99%). Estes
resultados evidenciam a influéncia da difusdo para este reagente e produtos
nos sistemas mais protegidos, ao contrario do observado para o acetoacetato
de etila. O sistema FP/T foi o que apresentou a maior conversdo em R-(-)-2-
cloro-1-feniletanol e ap6s 48h de reagédo obteve-se o produto com ee 80% e
conversdo de 45%, a 20°C. Para este substrato pode-se constatar o papel
importante da trealose como agente protetor. O FP, imobilizado ou nao, nao foi
eficiente quando utilizado como biorredutor de acetofenonas que nao possuiam
grupos ativantes proximos a carbonila, e os produtos desejados ndo foram
obtidos.

A resolugao cinética dos produtos das reagdes de Baylis-Hillmam é um
dos métodos mais convenientes para obtengdo de moléculas multifuncionais
oticamente ativas. Realizou-se a transesterificacdo enantiosseletiva de
diferentes a-metileno-p-hidroxi ésteres catalisada por lipase de Pseudomonas
sp (PS) livre ou imobilizada em poli-oxietileno (PEO), silica (S) e montmorilonita
(K10), sob diferentes condi¢cbes reacionais. Para a resolugdo do (R,S)-3-
hidroxi-2-metilenobutanoato de metila (10) via transesterificagdo com acetato

Xii



de vinila, obteve-se os maiores valores de eep (99%) e %c (50%) quando
foram empregados 100mg de PS imobilizada em PEO e hexano como
solvente. Nao foi observada racemizacao do substrato apds 96h de reacéo e os
valores de eep mantiveram-se constantes. Apos armazenamento dos sistemas
PS/livre e PS/PEO por 30 dias sob refrigeragdo, obteve-se o alcool
(S)-10com ee de 65% e 99%, respectivamente. Para a resolugdo do (R,S)-3-
hidroxi-2-metilenohexanoato de metila (11), verificou-se um aumento
significativo da %c quando a enzima foi imobilizada em PEO, sendo de 12 para
36% em 168h. O (R,S)-3-hidroxi-2-metileno-3(2-naftil)-propanoato de metila
(12) nao reagiu sob condicdes similares de reacdo, salientando a influéncia do
tamanho do grupo R ligado ao centro reacional.

Palavras-chave: Microrganismos, lipase, imobilizacdo, redugado, resolugdo e

enantiosseletividade.
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ABSTRACT

ZANOTTO, Sandra Patricia. Utilizagao de Enzimas e Microorganismos para a
Obtencdo de Compostos Oticamente Ativos. Florianopolis, 2003. 115f. Tese
(Doutorado em Quimica Orgéanica) — Programa de P6s Graduagdo em Quimica,
UFSC, 2003.

In this work, alternative methodologies were explored for the

immobilization of enzyme and microorganisms in order to stabilize the
biocatalyst and enhace the enantioselectivity in organic media. Saccharomyces
cerevisiae (FP) cells were supported in montmorillonite (K10), recovered or not
with gelatin (G) in the presence or absence of sucrose (S) or trehalose (T).
These systems were used for the enantioselective reduction of ethyl
acetoacetate and a-chloroacetophenone in hexane. In the ethyl acetoacetate
reduction with FP/K10/G/S and FP/K10/G/T systems, the biocatalysts were
more stable, producing less by-products and keeping their high activity. The
corresponding S(+)-alcohol was obtained with ee>99% until the fourth
reutilization, with conversion of 19-20% at 20°C, which was the best
temperature to avoid cell deactivation. In the bioreduction of ethyl acetoacetate
it was observed that the main function of sucrose was the same as that of the
trehalose and water, protecting the microorganism cell wall. The values of ee
and %c were similar for all systems. In the reduction of the a-
chloroacetophenone, R-(-)-2-chloro-1-phenylethane was obtained after 72h with
ee 78-79%, by using the FP/K10/G/S system at 20 and 30°C, respectively.
Bioreductions making use of the FP/K10/G/S system showed higher %c, but the
values of ee (%) were lower when compared with FP/K10/G/T (99%). These
results reflected the diffusion influence of reagents and products on the systems
that are more protected, contrary to what was observed with the ethyl
acetoacetate. A large conversion (45%) to R-(-)-2-chloro-1-phenylethanol was
achieved when the FP/T system was used after 48h with ee 80%, at 20°C. For
this substrate it was observed the importance of trehalose as a protection
agent. FP, immobilized or not, was not as efficient as a bioreductor of
acetophenone that does not have active groups next to the carbonyl group,
therefore the desired products were not obtained.
Kinetic resolutions of a-methylene-p-hydroxy esters (Baylis-Hillman products)
were performed via enzymatic enantioselective transesterification with
Pseudomonas sp. lipase (PSL), free or immobilized in poly(ethylene) oxide
(PEO), silica gel (S) and montmorillonite K10 (K10), under different reaction
conditions. The corresponding (R)-(+)-acetates from alkyl-substituted racemic
alcohols were obtained with e.e. >99% and excellent to moderate conversions,
using the PSL/PEO system and vinyl acetate as a acylating agent, in hexane.
Naphthyl-substituted hydroxy ester was inert under these experimental
conditions.Word keys: Microorganisms, lipase, immobilization, reduction,
resolution and enantioseletivity.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1 Consideragbes Gerais

Atualmente, a producio de substancias oticamente puras € um capitulo
de destaque nos setores académicos e industriais, preocupados com a
pesquisa e o desenvolvimento de novos processos. Quando 0s quimicos
sintetizam produtos naturais e desenham novos alvos, a pureza enantiomérica
dos produtos e sua relagcdo com as propriedades bioldgicas é um tema de
permanente discussao.’

O crescente interesse por esse tipo de sintese promoveu um grande
desenvolvimento na biocatalise. Contudo, ainda que a habilidade das enzimas
e dos microorganismos para agir como catalisadores quirais especificos seja
conhecida, principalmente pela industria farmacéutica, a sua utilizagao rotineira
em laboratérios de sintese organica sé foi aceita nos tltimos anos.?

A habilidade de conduzir transformacgdes quimicas que sdo impossiveis
ou impraticaveis de outra forma, especialmente na area de obtencédo de
compostos enantiomericamente puros, aliada a necessidade de mudar os
catalisadores hoje existentes (geralmente constituidos de metais pesados ou
de transigdo, altamente nocivos ao ambiente) por catalises “ambientalmente
corretas”, tornam o uso de biocatalisadores um dos maiores desafios da

sintese organica na atualidade.>**®’

A possibilidade de atuar na catalise de reacdes em meios quase anidros
ou micro-aquosos expandiu largamente o potencial de aplicagdes de enzimas e
microrganismos em sintese orgéanica. A auséncia de fase aquosa continua em
torno do biocatalisador torna possivel sua interagdo direta com o solvente,
promovendo alteracdes de estabilidade, atividade e estereosseletividade.?®
Além disso, nestas condi¢cdes, as hidrolases por exemplo, sdo capazes de
catalisar reacdes de esterificagdes e transesterificagdes com altos rendimentos.

A catalise enzimatica é agora uma ferramenta estabelecida em quimica

3,10,11

organica sintética estereosseletiva, com diversos livros texto € NUMerosos
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artigos de revisao, exemplificados aqui por algumas publicagées nos ultimos

dois anos 12,13,14,15,16,17,18

As enzimas e 0s microrganismos estao sujeitos a inativacdo por fatores
quimicos, fisicos ou bioldgicos decorrentes da estocagem ou mesmo durante o
uso. Ha, assim uma necessidade de estabilizar estes biocatalisadores como
meio de evitar a inativagdo para uso em meio organico. Portanto, para a
manutencdo da atividade catalitica e do potencial de estereosseletividade, &

necessario o desenvolvimento de métodos preventivos especificos.

Neste sentido, a técnica de imobilizacdo em diferentes suportes € uma
das mais utilizadas na biocatalise, sendo bastante aplicada para mediar
reagdes de interesse sintético em solventes organicos.'®?° A imobilizacdo do
biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua atividade por um razoavel
periodo de tempo, pode assegurar sua repetida utilizacgdo ou mesmo
possibilitar o uso em reatores continuos, resultando em economia nos
processos industriais. Assim, de modo geral, a utilizacdo de materiais
imobilizados além de diminuir o custo por analise, aumenta a rapidez e a
precisdo do processo. Nos processos sintéticos, a facilidade de extragdo dos
produtos do meio reacional, aliada a estabilidade do biocatalisador em reacdes
de longa duragao (ou com substratos nocivos), € de grande interesse nas
biotransformagdes.?! 2 Portanto, o paradigma de que enzimas s&o instaveis e
tdo caras para serem usadas em sintese organica estda mudando rapidamente.
Isto se deve principalmente aos eficientes métodos para imobilizacdo, que as
tornam mais estaveis e reduzem os custos de sintese, devido ao repetido uso
do catalisador. Adicionalmente, as enzimas tém se tornado consideravelmente

mais baratas, devido ao progresso feito na engenharia genética.™
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1.2 Enzimas

As enzimas, conhecidas industrialmente como biocatalisadores, sao
geralmente proteinas, formadas por longas cadeias de aminoacidos com
ligacbes peptidicas. Porém, existem algumas moléculas de RNA que catalisam
a clivagem e sintese de ligacdes fosfodiéster, chamadas de ribozimas, e séo
mais dificeis de serem encontradas do que proteinas cataliticas. A maioria das
enzimas sintetizadas por células sao retidas para fungdes intracelulares. As
enzimas extracelulares sdo subsequentemente secretadas para fora dos limites
da membrana celular. Enzimas estdo presentes em todas as células vivas,
onde exercem as fungdes vitais de controle dos processos de transformacéao
dos nutrientes em energia e em material celular. Além disto, participam dos

processos de quebra de nutrientes complexos em substancias mais simples.

Embora alguns biocatalisadores sejam extraidos de tecidos animais e
vegetais, as enzimas industriais sdo geralmente obtidas de microorganismos
(bactérias, bolores e leveduras) e tém-se uma maior diversidade. Portanto, as
pesquisas para a busca de novas enzimas comeg¢am pela analise de amostras

de solo, agua, ar, madeira, frutas em decomposigao e outros materiais.

Apesar de um microrganismo ser capaz de produzir mais de mil enzimas
distintas, € necessario um trabalho cuidadoso para o isolamento de espécies

que produzam determinadas enzimas com as caracteristicas desejadas.

As oportunidades sintéticas proporcionadas pelas enzimas se baseiam
na especificidade com que catalisam a reacdo. As enzimas mais uteis para
aplicagao em sintese organica sao aquelas que aceitam uma larga faixa de
modificagdes estruturais no substrato, porém retendo a habilidade de operar
estereoespecificamente em cada um em particular. Enzimas extraidas de
mamiferos encaixam-se melhor nesses critérios. Apesar das obtidas de
microorganismos nao tolerarem muitas modificacbes estruturais, esse fato &

compensado pela diversidade de microrganismos na natureza.

Mais de duas mil enzimas ja foram isoladas de microrganismos, plantas

e animais, estando disponiveis no mercado mais de sete mil preparagdes

3
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enzimaticas em diferentes graus de pureza, inclusive misturas de
biocatalisadores.

A classificagdo da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (IUBMB) divide as reagdes catalisadas por enzimas em seis grupos

principais:23

v Oxidoredutases: enzimas deste grupo catalisam reagdes de oxidagao-
reducdo envolvendo oxigenagdo, como C-H—> C-OH, ou remocgédo de
hidrogénio como CH(OH) == C=0 e CH-C == C=C.

Subclasses: hidrogenases, oxidases, peroxidases, etc.

v Transferases: enzimas que mediam a transferéncia de grupos acil,
agucares, fosforil e grupos aldeidos ou cetonas, de uma molécula para outra.
Subclases: transaldolases, transcetolases, etc.

v Hidrolases: enzimas que catalisam reacdes de hidrélise e formagdo de
glicosideos, anidridos e ésteres, bem como amidas, peptideos e outras
fungdes contendo a ligagao C-N.

Subclasses: estearases, lipases, peptidases, fosfatases, etc

v Isomerases: podem efetuar varias isomerizagdes, incluindo migragdo da
ligacdo C=C, isomerizagao cis-trans e racemizacgao.

Subclasses: racemases, epimerases, oxirredutases, mutases, etc.

v Liases: essas enzimas catalisam reagdes de adi¢do, usualmente de HX, a
duplas ligagées como C=C, C=N, e C=0, e também 0s processos reversos.
Subclasses: descarboxilases, cetoacidoliases, hidrolases

v Ligases: sdo também chamadas sintetases e mediam a formagédo ou
clivagem de ligagdes C-C, C-O, C-S, C-N e ésteres de fosfato.
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1.3 Vantagens e Desvantagens da Biocatalise

Em contraste com os catalisadores inorganicos como acidos, bases,
metais pesados e 0xidos metalicos, as enzimas tém alta especificidade, isto &,
formam produtos seletivamente. Esta caracteristica € muito util nos processos
industriais, porque se formam quantidades minimas de produtos secundarios, o
que representa beneficios econdmicos e ambientais, com a eliminacao da
necessidade de separacdo de subprodutos e com reducdo qualitativa e
quantitativa de efluentes industriais.

As enzimas também ganharam um lugar de destaque para os quimicos
organicos por serem catalisadores seletivos. Elas se caracterizam por
realizarem as reagbes com quimio, regio, e estereoseletividade. Além disso, o
quimico sintético considera uma grande vantagem a utilizagdo de catalisadores
que dispensem a protecao dos grupos labeis dos reagentes.

Com relacdo a outros catalisadores, as enzimas apresentam as

seguintes vantagens:"’

v Sao catalisadores muito eficientes: comparados aos processos quimicos,
os processos mediados por enzimas sao mais efetivos.

v Sao ambientalmente corretos: diferentemente de catalisadores compostos
de metais pesados, sdo completamente biodegradados.

v As reacdes ocorrem em condi¢cdes suaves: porque atuam no metabolismo
de células vivas, as enzimas agem a pressao atmosférica, temperatura
ambiente ou superiores e pH proximo ao neutro. As reagdes enzimaticas
minimizam os problemas como isomerizagdo, racemizagao, epimerizagao e
rearranjos que, muitas vezes, sao fatores limitantes nos processos quimicos.

v Sdo compativeis entre si: por agirem usualmente em condigdes similares,
diversas reagdes biocataliticas podem ser feitas em um mesmo meio
reacional, proporcionando a possibilidade de conduzir reagcbes sequenciais
usando sistemas multienzimaticos. Essa metodologia pode ser muito util
quando existe a possibilidade de formar um intermediario instavel em um dos

passos da biotransformacao.
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v Aceitam substratos ndo naturais: exibem larga tolerancia a substratos nao
naturais e, se vantajoso para o procedimento, possibilitam 0 uso em solventes
organicos, em substituicdo ao meio aquoso usualmente utilizado.

v Apresentam os principais tipos de seletividade:

Quimiosseletividade — uma vez que o propdsito de uma enzima é atuar em
um unico tipo de grupo funcional, outras funcionalizagdes sensiveis que
deveriam reagir normalmente com um certo grau sobre catalise quimica sao
preservadas.

Regiosseletividade e Diastereosseletividade — devido a sua estrutura
tridimensional complexa, as enzimas conseguem distinguir entre grupos
funcionais quimicamente iguais, situados em diferentes regides da mesma
molécula-substrato.

Enantiosseletividade — as enzimas sao quase todas formadas por L-
aminoacidos, sendo portanto, catalisadores quirais. Como consequéncia,
qualquer tipo de quiralidade ou pro—quiralidade presente no substrato é
reconhecida durante a formag¢ao do complexo enzima-substrato. Desta forma,
substratos pré-quirais podem ser transformados em produtos opticamente
ativos e ambos os enantibmeros de um substrato racémico reagem com

velocidades diferentes, possibilitando a resolugdo cinética.

Porém, existem também algumas desvantagens no wuso de

biocatalisadores. As principais s&o:""

v/ Séo fornecidos pela natureza somente em uma forma enantiomérica:
desta forma torna-se impossivel inverter a inducdo de uma reacao
biocatalisada pela escolha do outro enantidmero do biocatalisador, a

semelhanga do que € possivel ao se utilizar um catalisador quimico.

v Exigem parametros de operacdo especificos: a vantagem de operar sob
condicbes suaves pode se tornar um obstaculo quando as reacgdes
biocatalisadas ocorrem apenas lentamente nas condigcbes naturais de

temperatura e pH.
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v Geralmente apresentam sua atividade catalitica maxima em agua: a
maioria dos compostos organicos sao pouco soluveis em agua e a mudancga
para solventes organicos pode causar a perda da atividade da enzima.

v Séo passiveis de sofrer inibicdo pelo substrato ou produto: este fato é
limitante do processo, mas pode ser contornado mantendo-se a concentragao
do substrato em niveis aceitaveis e retirando-se gradualmente o produto

formado.

Estas desvantagens foram bastante amenizadas nos ultimos tempos
pelo aperfeicoamento e desenvolvimento de diversas técnicas para reacdes
biocatalisadas. Quando o processo ndo for satisfatoriamente seletivo,
modificacdes simples nas condicdes experimentais podem influenciar tanto a
estereoquimica como a enantiosseletividade. Algumas modificagdes mais
comuns sdo o uso de solventes organicos, adicao de inibidores, técnicas de

imobilizagdo e utilizagdo de enzimas mais resistentes (extremoenzimas).?
1.4 Diferentes Sistemas de Biotransformacao

O estado fisico do biocatalisador usado para biotransformacdes pode
ser muito diverso. A decisdo final de quando utilizar enzimas isoladas mais ou
menos purificadas ou microrganismos, ambos na sua forma livre ou
imobilizada, depende de alguns fatores como tipo de reacao, necessidade ou
nao de reciclar os cofatores e escala em que sera procedida a
biotransformacao.

Alguns prés e contras no uso de enzimas ou microorganismos estao

mostrados na Tabela 1.""
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens do uso de enzimas e microorganismos

como catalisadores em biotransfomacgao.

Biocatalisador Forma Vantagens Desvantagens
Aparelhagem simples, facil | Algumas classes de enzimas
isolamento do produto, boa necessitam reciclagem de

Geral produtividade devido a alta cofator

Enzimas Isoladas

tolerancia a concentragao

do substrato.

Suspensas em

meio aquoso

Alta atividade enzimatica

Possibilidade de reagbes
paralelas, insolubilidade do

substrato, requer extragéo da

enzima
Suspensa em Reagdes faceis de conduzir
solvente organico | e de extrair o produto, facil Baixa atividade
solubilizagédo do substrato,
facil recuperagao da enzima
Possivel perda de
Imobilizada Facil recuperagéo da seletividade durante a
enzima imobilizagao
]

Microorganismos

Isolamento trabalhoso,

grande volume, baixa

produtividade devido a baixa

Geral N&o necessita reciclar o tolerancia a concentragéo do
cofator substrato, baixa tolerancia a
solventes orgénicos,
subprodutos, e presenga de
metabolicos
Células em
crescimento Alta atividade biomassa, subprodutos,

Grande quantidade de
processo dificil de controlar

Células em Facil isolamento do produto,
repouso menos subprodutos Baixa atividade ‘l
Células Possibilidade de

Imobilizada reutilizagédo do sistema Baixa atividade
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1.5 Imobilizacédo de Biocatalisadores

Este tema comecou a ser estudado no final do século passado, ao se
observar que o carvao ativo ao qual havia sido adicionada uma preparacao
biolégica com atividade invertdsica mantinha a capacidade de hidrolisar
sacarose mesmo apos ser lavada.’

A partir de 1960, houve um aumento muito grande no numero de
publicacbes sobre imobilizacdo de enzimas, tendo em vista as potenciais
vantagens econdmicas e operacionais que a técnica oferece para a tecnologia
enzimatica. Em 1971, na primeira conferéncia em Engenharia Enzimatica,
estabeleceu-se o uso da terminologia “enzima imobilizada” para os
biocatalisadores ligados a suportes insoluveis ou confinados em espagos
fisicos definidos.’

Na pratica trés inconvenientes sado freqientemente encontrados em

reagOes catalisadas por enzimas nao imobilizadas."

v Muitas enzimas ndo sdo suficientemente estaveis dentro das condigbes
operacionais, e elas podem perder a atividade catalitica devido a altas
temperaturas, autooxidagéo, auto-digestdo e/ou desnaturagédo pelo solvente,
e solutos ou devido a danos fisicos.

v Ja que enzimas sdo moléculas solUveis em agua, seu uso repetido, o qual é
importante para viabilizar um processo econdmico, é problematico devido ao
fato que elas sdo dificeis de serem recuperadas deste meio além da
separacao dos substratos e produtos.

v A produtividade de processos industriais, medidas de rendimento em fungéo
do tempo, é frequientemente baixa devido ao limite tolerado pela enzima para

altas concentracdes de substrato(s) e produto(s).

Estes problemas podem ser solucionados pela imobilizacao de enzimas
e outros biocatalisadores.'®?*?>% Deve-se sempre considerar que a atividade
da enzima seja mantida apds a imobilizagdo, ou seja, ndo deverdo ocorrer

alteracdes estruturais que levem a mudancas no seu sitio ativo.



INTRODUCAO

Estas técnicas de imobilizagcdo envolvem ou a ligacdo em um suporte

solido insoluvel em agua (ligacdo em suporte) ou

ligagbes cruzadas

intermoleculares de enzimas por reagentes bifuncionais ou multifuncionais

(ligagbes cruzadas). Alternativamente, o biocatalisador pode ser

confinado em

uma area restrita, onde permanece cataliticamente ativo (confinamento em

uma matriz sélida ou uma membrana de comportamento restrito),

M étodospar al mobilizagdo de Enzimas

Figura 1.

I
Ligacéo em Suportes Confinamento
Soélidos |

EmMatriz
(polimeros naturais e sintéticos)

Em microcapsula
(4gar, gelatina, guitosana)

}'I{ c = Enzima

—® AdsorcaoFisica(carvao ativo, K10)

— Adsor¢doCovalente(celulose, silica)

L Adsor¢éolonica(celulose)

|
Ligagdo Cruzada

v

(amberlite comhexametilenodiamina e

glutaraldeido)

Figura 1. Métodos de imobilizagdo de enzimas.(Adaptado da ref. 11)

Para imobilizagdo via entrapeamento (intercalagdo ou confinamento),

materiais tais como zeolitas ou argilas com poros e cavidades bem definidos e

polimeros sdo0 usados com alta confiabilidade.™

10
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Como consequéncia, a catalise homogénea utilizando uma enzima
nativa torna-se, entdo, uma catalise heterogénea quando biocatalisadores
imobilizados sdo empregados. Portanto, as constantes cinéticas medidas com
enzimas imobilizadas ndo sédo constantes cinéticas verdadeiras equivalentes as
obtidas em reagcbes homogéneas. Estas sdo apenas valores aparentes devido

aos efeitos de difusdo e partigao."

Dependendo da técnica de imobilizagdo, as propriedades do
biocatalisador tais como: estabilidade, seletividade, valores de Ky, pH, e
caracteristicas de temperatura, podem ser alteradas significativamente,
algumas vezes para melhor ou para pior.'*?" Como exemplo, a enzima
quando imobilizada mantém a configuracdo estrutural devido as ligagdes de
hidrogénio ou a formacao de complexos que ocorrem na superficie do material.
Estas interagdes facilitam a manutencédo da estrutura original, causando um
aumento da estabilidade térmica. Pode-se observar, também, que o micro
ambiente da superficie do suporte e da enzima tem cargas que podem causar
uma mudanca no pH 6timo de até 2 unidades. Observa-se com isto um
alargamento da regido de pH na qual a enzima, em questao, atua. Isto permite
ainda que as enzimas que normalmente néo tém regides de pH semelhantes,

possam atuar em uma mesma reacao, através dos “coquetéis enzimaticos”.'®?°

Portanto, tém-se as seguintes vantagens em utilizar enzimas ou

microrganismos imobilizados:
v Podem ser reutilizados, inclusive em processos continuos.

v Aumenta-se a estabilidade do biocatalisador, durante estocagens e

mudancas de pH e temperatura.
v O isolamento e purificagdo dos produtos sao facilitados.

v A reagdo pode ser interrompida em qualquer estagio por simples filtragdo do

suporte com o biocatalisador.

vEm certos casos é possivel utilizar dois diferentes biocatalisadores
imobilizados para realizar duas reagdes sucessivas. Assim, o isolamento do

produto intermediario pode nao ser necessario.

11
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A literatura fornece um amplo estudo de enzimas e microrganismos
imobilizados em diferentes suportes e técnicas de imobilizacdo, os quais
incluem a adsorcdo em materiais insoluveis, confinamento dentro de géis
poliméricos, encapsulamento em membranas, ligagcbes cruzadas com

reagentes bifuncionais ou multifuncionais e ligagdo a um suporte
inSO|L'JVG|.14’19’21’22’24’25’27’28’29

1.5.1 Montemorilonita K10 e Poli (6xido de etileno) (PEO) como Suportes

para Biocatalisadores.

Os silicatos que ocorrem naturalmente em camadas sdo geralmente
denominados de argilas minerais. Essencialmente, elas sdo materiais
cristalinos finamente particulados (comumente< 2 um).

A montmorilonita (Mx[AloxMgx](Sis) O10(OH)2) € uma das argilas mais
comumente usadas, sendo disponivel comercialmente pela denominagao
“Mont-K10”. E uma esmectita composta de camadas de aluminosilicatos. Cada
unidade da camada é constituida por trés folhas de T-O-T isto é: uma central
de alumina octaédrica entre duas de silica tetraédrica, Figura 2. Entre as
camadas, existem cations intercambiaveis, normalmente com agua de
hidratacdo. A area superficial especifica ¢ da ordem de 600-800 m%g. As
argilas esmectitas podem ser consideradas como polieletrdlitos, ou polimeros

inorganicos.*

12
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Figura 2. Estrutura da montmorilonita.®’

A montmorilonita € uma argila também conhecida como bentonita, sendo
o constituinte principal nas cinzas vulcanicas. Ela € um dos mais efetivos
agentes desintoxicantes intestinais naturais disponiveis e é reconhecida como
tal por séculos ao redor do mundo. E insolivel em agua, mas uma vez
hidratada tem uma enorme area superficial e intumesce (incha) até doze vezes
seu tamanho. Ao entumescer-se, abre-se como uma esponja altamente porosa.
Esta esponja magnética puxa para dentro de seus espagos, por atragdes
elétricas, bactérias, virus patogénicos, parasitas, formas de toxinas, pesticidas
e herbicidas. As moléculas da montmorilonita apresentam duas superficies
amplas carregadas negativamente (superficie acida), enquanto que as “bordas”
sdo positivas. >

As qualidades de adsor¢cdo, bem como as de absor¢cdo da

montmorilonita, podem ser a chave para suas inimeras habilidades.>*3*

13
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Utilizando-se destas propriedades da montmorilonita, Sorrilha e col., em
1992, realizaram os primeiros estudos utilizando-se este suporte em reagdes
de biotransformacao; reacdes de reducao de fenilcetonas através do fermento
de p&o imobilizado em K10.%°

Mais recentemente Rodrigues e col.*® utilizaram-se da metodologia de

|.35

Sorrilla e col.”™ para a biorredugéo de a-metilenocetonas.

Outro suporte de grande interesse sdo os polimeros que podem ser
naturais, como o agar, e sintéticos, como o poli (6xido de etileno) (PEO). O
filme de PEO é um dos suportes citados para imobilizacdo de enzimas.?*"® O

poli (6xido de etileno) é constituido de unidades monomeéricas: (-CH,-CH»-O-),.

Em comparagao com outros suportes, tais como silica, alumina e celite,
os polimeros hidrofébicos como o poli (6xido de etileno) e poli (propileno),
levam a um aumento da atividade de enzimas da classe das lipases.***° Nestes
suportes, as enzimas sao facilmente adsorvidas. Estudos de microscopia
eletrbnica de varredura realizados por Crespo mostram que nao ha diferenga
na morfologia de fratura do filme de PEO puro e com lipases. A morfologia da
superficie do filme de PEO com lipases revelou que as enzimas estdo

localizadas preferencialmente na superficie do material polimérico.®

1.6 Parametros Quantitativos para a Determinacao da

Enantiosseletividade de Reacdes Biocatalisadas.

Um substrato racémico, quando submetido a uma reacédo enzimatica,
sofre discriminagcdo quiral entre os enantibmeros. Devido a quiralidade da
enzima, o enantibmero que melhor se ajusta no seu sitio ativo € convertido em
uma velocidade mais alta. Para assegurar uma alta seletividade para ambos os
enantibmeros, a diferenga na velocidade de reacdo dos enantibmeros
individuais deve ser a maior possivel. Em alguns casos ideais, a velocidade &
tdo extrema que o "bom" enantidbmero é transformado rapidamente e o outro
nao é convertido. Entdo, a reagdo enzimatica cessaria automaticamente em

50% de conversdo, quando ja ndo existe mais o enantiémero reativo."’

14
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O rendimento quimico maximo de uma resolucao cinética biocatalitica é
50% para cada enantibmero, isto €, quando apenas um dos enantidbmeros
reagiu completamente. Na pratica, a maior parte das resolugdes enzimaticas de
substratos racémicos ndo mostra uma situacao ideal e a diferenca na razao
das velocidades de conversdao dos enantibmeros ndo € infinita, mas
mensuravel. O que se observa nestes casos ndo € uma parada total da reagao
em 50% de conversdo, mas uma acentuada diminuigdo na velocidade préxima
a este valor. O resultado do processo € descrito pelo excesso enantiomérico do
produto (ee,) e do substrato que ndo reagiu (ees), sendo o rendimento
fornecido pelo grau de conversdo da reacdo (c).*' A velocidade de
transformacao de cada enantidmero varia com o grau de converséao (c), logo, a

razao dos dois enantidmeros ndo permanece constante durante a reagao.

Sih e col., em 1982, sentiram a necessidade de um método mais
adequado para o tratamento quantitativo de dados bioquimicos, que permitisse
a quimicos sintéticos fazer predicbes uteis em seus trabalhos. Descreveram,
entdo, formulagbes sob a base tedrica de Sharpless e K. Fajans, da
dependéncia de trés parametros chaves: a extensdao de conversdo de
substratos racémicos (c), a pureza otica ou grau de enantiosseletividade,
expressa como excesso enantiomérico do produto (eep) ou do substrato (ees)
que permanece sem reagir e a razdo enantiomérica (E).** O ee é definido como
a proporgdo do maior enantibmero menos O menor, expressa Como uma

porcentagem.*®

A enantiosseletividade das enzimas na resolucdo cinética de substratos
quirais & convenientemente expressa como a razdo enantiomérica (E), que é
um parametro quantitativo e qualitativo do sistema. Embora a qualidade do
produto da resolugdo de um racemato seja caracterizada pelo excesso
enantiomérico, a razdo enantiomérica (E) € um parametro muito importante,
pois descreve a dependéncia entre o grau de conversao (c) e o ee do substrato

e produto.

Este parametro que descreve a seletividade de uma resolugao foi
introduzido como adimensional, o qual permanece constante durante a reacao

e é somente determinado pelo “ambiente” do sistema, ou seja enquanto o
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excesso enantiomérico € uma propriedade do produto, a razdo enantiomérica é
caracteristica do processo.
Para um processo irreversivel, tal como hidrdlise biocatalitica, pode-se

determinar E quando ees, ee, e ¢ sdo medidos, utilizando-se das Equacdes 1,
2e3.

ee
ee, +ee,

Ln[(1-c)1-ee,)]

E = Eq. 2

Ln[(1-c)1+ee,)]

Ln[1-c(1+ee, )|
E:L[ c(1-ee, )| =43

Em uma resolucao biocatalitica, E &€ expresso como a razdo das
constantes de especificidade, kc./Kn, para dois enantibmeros (constante de
velocidade aparente de segunda ordem para a reag&o entre uma enzima e um
substrato em uma concentracio infinitamente pequena, onde k..t € a constante
catalitica e K., € a constante de Michaelis-Menten, que é a concentracdo de
substrato na qual a velocidade de reagdo é a metade da maxima)."

A relagdo entre os termos cinéticos, termodinamicos e a
enantiosseletividade (E) de uma biotransformacdo ¢ fornecido pela

Equacdo 4.4
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Um valor elevado de E para um par “enzima-substrato” é essencial para
0 sucesso de uma resolugao cinética, ja que isto assegura nao apenas um
excesso  enantiomérico elevado, mas também um rendimento
proporcionalmente alto.

Para propdsitos praticos, um valor de E abaixo de 10 para qualquer
biotransformagao torna-o inviavel como um processo enantiosseletivo. Por
outro lado, este pode ser considerado bom se apresentar valores entre 10 e 30
e, acima disto, é considerado excelente. Os valores de E > 200 ndo podem ser
atribuidos precisamente como consequéncia das incertezas intrinsecas aos
métodos analiticos de determinagao de excessos enantioméricos (por exemplo,
RMN, HPLC, ou CG). Acima destes valores, uma pequena variagao no excesso
enantiomérico do produto ou substrato provoca um aumento significativo no

valor numérico de E.""*?

1.7 Métodos Analiticos para a Determinagdo da Pureza Enantiomérica

Os enantidmeros tem propriedades fisicas idénticas (ponto de ebuligdo e
fusado, solubilidade), exceto o sentido da rotacdo do plano de polarizagao da
luz. Apresentam propriedades quimicas idénticas (comportamento
cromatografico e espectroscopicos), com excegao para reagdes com outros
compostos oticamente ativos, ou seja, quando se tem uma influéncia quiral
externa.

Isto é importante para determinar a propor¢ao dos dois enantibmeros em
uma mistura. A cromatografia gasosa e métodos espectroscépicos de analise
devem ser modificados para se ter uma influéncia quiral externa.*> Somente
assim os enantibmeros terdo comportamentos diferentes um do outro e a
analise sera possivel.

O desenvolvimento de métodos nao polarimétricos precisos para a
determinacao da pureza enantiomérica, o qual comegou nos anos sessenta,
tem sido decisivo no desenvolvimento da sintese assimétrica, permitindo uma
avaliagdo precisa e de confianga do grau de seletividade conseguido em uma

determinada reagdo.*
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1.7.1 Métodos Polarimétricos

O método classico de determinacdo da pureza enantiomérica de uma
amostra € medir sua pureza 6tica usando um polarimetro. Determina-se assim
o angulo de rotagao 6tica experimental da amostra e este é convertido para a
rotacdo Otica especifica [a], grandeza caracteristica de cada substancia
oticamente ativa, EqQuacao 5 .

[a]p= —

Eq.5
l.c g

Onde:

[a]"b = rotagdo Stica especifica

o = rotacao otica observada

| = comprimento da cela polarimétrica, em dm

¢ = concentracdo da solugdo, em g de soluto por cm® de solvente
T= temperatura (graus Celsius)

D = comprimento de onda de emissao da linha D do sddio (589 nm)

A medida da rotagdo otica de uma amostra deve ser realizada sob
condicdes definidas de temperatura, solvente, concentracdo e em um dado
comprimento de onda de incidéncia da luz plano polarizada. Estes valores
podem ser comparados com rotacbes conhecidas de amostras
enantiomericamente puras de alguns compostos, medidos sob condi¢cdes
idénticas. Este valor € comumente denominado de “pureza ética”. Se a medida
for realizada sob condigdes rigorosamente controladas e calibragbes
apropriadas, o valor pode ser igualado com o de “pureza enantiomérica”.*®

A porcentagem de pureza enantiomérica é frequentemente chamada de
“‘excesso enantiomérico” (ee) e ele é igual a “porcentagem de pureza odtica”.
Deve-se sempre considerar que o termo “pureza otica” é aplicado para um
unico enantidmero ou mistura deles e ndo devera ser aplicado para misturas na
qual outro composto estiver presente.*” Pode-se, portanto, definir ee em termos

de rotacao especifica, Equacao 6.
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rotacéo especifica observada

ee X100 Eq. 6

rotacao especifica do enantiémero puro

Existem dois grandes problemas com este método de analise. Primeiro,
pureza otica e pureza enantiomérica ndo sao necessariamente equivalentes.
Por exemplo, a rotagdo otica ndo varia linearmente com composi¢cao
enantiomérica do acido 2-metil-2-etil-butanodidico em varios solventes apolares
e existem relatos de variagdes n&o lineares até mesmo em solventes polares.
Uma segunda limitagdo € que a literatura mostra muitos exemplos de valores
de rotagdo dtica incorretos para compostos que eram considerados

enantioméricamente puros.*®

1.7.2 Cromatografia Gasosa

Um método atrativo para a analise de mistura de enantibmeros é a
cromatografia gasosa quiral (CG). Este método sensivel ndo é afetado por
tracos de impurezas e é rapido e simples de ser realizado. Esta baseado em
associacbes moleculares que podem levar a um reconhecimento quiral
suficiente que resulte em uma resolugdo enantiomérica. A razao dos picos
fornece uma medida da composicdo enantiomérica da amostra precisa e
quantitativa. Tais medidas podem ser realizadas com um alto grau de precisao
(+0,05%).

O método utiliza uma fase estacionaria quiral, a qual tem um agente que
auxilia na resolugdo de alta pureza enantiomérica. O enantibmero a ser
analisado é submetido a interacbes diasterioméricas rapidas e reversiveis com

a fase estacionaria e portanto, pode ser eluido em diferentes velocidades.

A resolugdo dos enantibmeros pela cromatografia baseia-se na
diferenca entre energias livres de formagcdo dos intermediarios
diasteroisoméricos transitorios formados durante a eluicdo. A designacado da

configuragdo absoluta, portanto, envolvera a correlagdo da configuragéo
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molecular com a ordem da eluicdo do enantidmero. Outro fator importante no

parametro de CG é o da separagao do pico, chamado de seletividade (o).

Existem certamente limitagcbes para o método, algumas das quais séo
peculiares para a cromatografia gasosa. As amostras deverdo ser
suficientemente volateis e termicamente estaveis e, é claro, devera ser

quantitativamente resolvida na fase quiral do CG.*?

As ciclodextrinas ou seus derivados (a, B, y) tem sido aplicadas com
muita énfase na separacdo de enantibmeros pela cromatografia liquida ou
gasosa, através do desenvolvimento de colunas com fases estacionarias

quirais.*®*°

1.8 Lipases

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) sao enzimas
hidroliticas em seu ambiente natural. Estas possuem a funcédo de catalisar a
hidrolise de triacilglicerdis aos correspondentes acidos graxos e glicerol. Elas
representam um grupo de biocatalisadores acessiveis e de baixo preco, que

em geral, sao flexiveis quanto a sua especificidade.

Por um longo tempo as lipases foram consideradas como uma categoria
especial de esterases, as quais sao altamente eficientes e capazes de catalisar
a hidrolise de moléculas agregadas em agua.”® Portanto, a diferenca mais
importante entre as lipases e outras hidrolases € a interacao fisico-quimica com

seus substratos.

Em contraste com as esterases que apresentam comportamento cinético
michaeliano, ou seja, a atividade aumenta com a concentragao do substrato [S]
até um limite por saturacao, as lipases nao apresentam atividade enquanto os

substratos estdo presentes na solugdo em estado monomérico.'"’

Contudo, quando a concentracdo do substrato esta proxima ou
ultrapassa o seu limite de solubilidade, ocorre um rapido aumento na atividade.
A razao pela qual uma lipase nao hidrolisa substratos que estejam abaixo de

uma concentracdo minima (chamada concentracdo micelar critica, CMC) e
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somente em concentragdes acima desta € chamada de ativacio interfacial,

Figura 3."

Esterases Lipases

atividade atividade

A o A
saturacao

sollivel insoltvel

CM
> ) >

Concentracao Concentracao

Figura 3. Comportamento catalitico das esterases e lipases.

O mecanismo de ativacao interfacial esta associado a mudancas
conformacionais na enzima.

Uma maior compreensdo sobre os mecanismos de acido de lipases
somente foi obtida a partir de 1990, quando as duas primeiras estruturas foram
resolvidas por cristalografia de raios-X.>° Até o momento foram caracterizadas
as estruturas tridimensionais de mais de doze lipases.”®** Todas as lipases
cujas estruturas foram elucidadas compartiiham um padrdo conformacional
comum, denominado conformacao o/p de hidrolase, onde esta situada a triade
catalitica (Ser-Hist-Asp/Glut). Elas tem uma “arquitetura” comum composta de
uma sequéncia de a-hélice e B-pregueada.

Na Figura 4, pode-se observar a representacdo esquematica da
estrutura tridimensional da lipase da Pseudomonas cepacia (PcL) na auséncia
de uma ligacéo inibitéria usando cristalografia de raios-X. A estrutura mostra a
lipase contendo uma prega alfa/beta-hidrolase e uma triade catalitica
compreendendo dos residuos Ser87, His286 e Asp264.%
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase

de Pseudomonas cepacia (PcL).>

Pode-se observar na Figura 5 o mecanismo de uma reagdo de
transesterificagdo catalisada por lipase, através da triade catalitica. Nos
estados de transicédo | e Il, a carga negativa gerada sobre o oxigénio apds o
ataque nucleofilico é estabilizada através de ligagdes de hidrogénio pelos

residuos de Ser83 e Leu147, que formam a cavidade do oxianion na lipase.**
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de uma reagdo de

transesterificagdo catalisada por lipase de Humicula lanuginosa.

E crescente o uso de enzimas hidroliticas na industria farmacéutica,
sendo bem conhecido o uso das lipases. As caracteristicas de enantio e
estereosseletividade das lipases permitem sua utilizacdo na resolugao de
misturas racémicas e remocgao seletiva de compostos do meio reacional de
dificil realizag&o por via quimica. Além disto, estas enzimas podem apresentar
excelente estabilidade na presengca de solventes organicos nos quais 0s
substratos destas reacdes sdo soltveis.’

Com excecao de certos alcoois estereamente impedidos, as lipases
catalisam a acilagado assimétrica de uma ampla faixa de substratos ciclicos e
aciclicos com enantiosseletividade entre moderada e alta.*® >

Existem algumas metodologias biossintéticas que podem ser
empregadas na resolugado de compostos racémicos através de lipases e outras

hidrolases.?* Conforme mostrado nos exemplos das Figuras 6°° e 7°° o alcool
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ROH e o acetato ROAc opticamente enriquecidos podem ser obtidos através

da reacao de transesterificagdo enzimatica.

OH O OH O OAcO OH O

Lipase PS (Amano) : \\\U\ . ) somente (+)-2
é)\OAlila Amo O OAlila + OAlila ——— OAlila
cetato de Vinila, Pr,0, NHEm NHFmoc alcool de alila
NHFmoc 30°C, 3,5 dias oc H,SO, (Cat.), 80°C NHFmoc
(+)-1 (+)-1; 43% rend., 99% ee  (+)-2; 46% rend. (-)-1; 91% rend., 96% ee

Figura 6. Resolugédo enzimatica do acido (+) cis-B-hidroxipipecolinico (1).

Uma resolugdo enzimatica eficiente do acido (+)-1 foi obtida por Williams
e colaboradores.>® O composto (-)-1 é um intermediario chave na sintese do
antibiético atitumoral, tetrazomina, Figura 6.

Na Figura 7, o alcool enantioméricamente puro (3) foi usado como
intermediario na sintese do (-)-cladospol A, catalisada por lipase B de Candida

antartica.>®

\ \
Lipase B
X ) ) ) Tampao fosfato
Lipase B, Candida antartica OAc (pH 7,6), 25°C OH
Acetato de isopropenila Rend. 30% (3)
25°C, 1h
ee~75%
OH X Rend. 60%
ee 100%
(%)
4-Pentenol-2
OH
Rend. 30%
ee 99%

Figura 7. Resolugcédo enzimatica do 4-pentenol-2.

A resolucdo enantiomérica € sempre realizada na etapa biocatalitica.
Dependendo da enzima, substrato e condicdes experimentais utilizadas podem
ser obtidos diferentes enantiomeros de ROH e ROAc através do emprego
destas técnicas. Portanto, diversos sdo os parametros que controlam a
enantiosseletividade das lipases, tais como: meio reacional, solventes

organicos, atividade da agua, concentracéo e estrutura do substrato. * *’
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1.8.1 Lipases como Biocatalisadores em Meio Organico

Para reagdes em quimica organica preparativa, a agua € considerada
um solvente ruim, pois muitos compostos sdo insoluveis na mesma. Este fato
pode ser interpretado como uma limitacdo para o uso da biocatalise
convencional.

Foi surpresa para muitos observar que algumas enzimas n&o sao
desnaturadas rapidamente por solventes organicos. Nos anos oitenta uma
equipe de pesquisadores do “Massachusetts Institute of Technology”
popularizou o uso de lipases em solventes organicos.?

As lipases sdo extremamente estaveis em solventes organicos.®'>% A
facilidade com que estas enzimas aceitam uma variedade de substratos nao
naturais e de tamanhos diversos sugere que a espinha dorsal da cadeia
polipeptidica é flexivel e pode adotar diferentes conformacoes.

Outra caracteristica € que as reagdes de esterificacdo catalisadas em
solventes organicos sao frequentemente mais enantiosseletivas que as
correspondentes hidroliticas em agua. '>°%%°

O solvente pode alterar a especificidade, quimiosseletividade,
regiosseletividade, seletividade pré quiral e enantiosseletividade das lipases e
outras hidrolases. Varios modelos foram propostos para explicar a mudancga da
seletividade destas enzimas em fungao do solvente. Estes foram baseados na
alteracao da flexibilidade conformacional do sitio ativo, na particao de grupos
funcionais do substrato ou do numero de moléculas de solvente dispostas
interna e externamente a cavidade do sitio ativo e no tipo de solvente
empregado. Dependendo do substrato, foram observados comportamentos
diferentes para a mesma enzima. Nestes casos, foi sugerida a existéncia de
mais de uma possibilidade de ligagdo do substrato com a superficie da enzima.

As reacbes biocataliticas em meio organico realizadas com lipases tem

as seguintes vantagens: '°°

v Substratos nao polares sao transformados em maiores velocidades devido ao

aumento na solubilidade.
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v Equilibrios termodinamicos sdo em grande parte governados pela
concentracdo dos reagentes e a hidrolise de ésteres catalisadas por lipases
em agua pode facilmente ser invertida, em meio ndo aquoso, na sintese de
ésteres ou transesterificacdes.

v A imobilizagdo é freqlentemente, se a imobilizacdo é desejada por outros
fatores, adsorsdes experimentalmente desnecessaria pelo fato dela poder ser
retirada do meio reacional por simples filtragdo apds a reacio, devido a sua
insolubilidade em solventes organicos. Mas simples podem ser realizadas,
sem problemas de dessorc¢ao.

v Ocorrem mudangas conformacionais na enzima durante a formagao do
complexo enzima-substrato, e numerosas ligagbes de hidrogénio s&o
quebradas. Este processo é muito facilitado em um meio aquoso, o qual
garante que as quebras das ligagbes sejam rapidamente substituidas por
ligacdes de hidrogénio da agua circundante. Por outro lado, este processo &
dificultado em solventes organicos e, como consequéncia, as enzimas

parecem estar mais “rigidas”.

Com isto, normalmente é possivel controlar algumas das propriedades
cataliticas das enzimas (quimio, régio e enantiosseletividade) pela variagdo dos
solventes.

Sabe-se agora da enorme importancia que tem a otimizagdo das
condigbes para serem realizadas uma biotransformacdao. Uma ampla faixa de
enzimas, diferentes temperaturas reacionais, diversos métodos de imobilizacao
e uma variedade de solventes devem ser testados antes de encontrar as

condicdes Otimas para a biotransformagao.’’ 6162636485 Carngll 1.5

e co
realizaram todos estes testes para otimizar a biotransformacgao na obtencao do
acetato endlico [(+)-(s)-4] enantiomericamente puro, que foi utilizado como
intermediario para a sintese de um antagonista tacicinina NK-2. O efeito do
solvente foi importante na enantiosseletividade, sendo que o valor de E variou

de 1 (tampéao fosfato) a 15 (THF), Figura 8.
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OAc 0 OAc
lipase Pseudomonas fluorescens
imobilizada - Eupergit C
S CN THF, nBUOH, t.a., 9.5h Ny ey
c Cl Cl Cl

OAc
: ;CN *
Cl Cl Cl

! Cl
(+)-4 (+)-(s)-4- 28% Rend., >99% ee
solventes Temp. reacional (h) Conversao % Ee (%) E
THF 3,5 70 >99 15
EtOAc 25 41 48 9
Dioxano 4 72 94 7
Tolueno 4 52 61 6,5
Et,O 1 66 85 6
CH;CN 6,5 52 53 5
Hexano 6,5 55 57 1
Tampéao fosfato 2,5 56 0 1

Figura 8. Influéncia do solvente na resolugao do acetato endlico catalisada

por lipase de Pseudomonas fluorescens.

Os a-metileno-B-hidroxi ésteres sdo blocos de construgéo versateis para

a sintese de muitos compostos importantes tais como produtos naturais

(quijanolida,®” micestericina E,®® terpenticina,®® acido nécico,” terpendides, ™

feroméneos de insetos),”*"® heterociclicos contendo nitrogénio’ ">

e outras
moléculas biologicamente ativas.””’® Estes compostos multifuncionais s&o
obtidos por uma unica transformacdo sintética envolvendo uma reagao de

catalise nucleofilica de ésteres o,p-insaturados com aldeidos, reagcéo de Baylis-

Hillman, Figura 9.798081

GER o
o /CHO . |( DABCO GER

Y
Pl

GER = Grupos Elétrons Retiradores
Ex. COOR', COR', CN, SO,R’

Figura 9. Reacao geral de Baylis-Hillman.
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Recentemente, tém sido feito muitos esforgos para se obter produtos de
Baylis-Hillmam oticamente ativos. Entretanto, a resolugdo cinética € um dos
métodos mais uteis e convenientes. Alguns trabalhos realizados nos ultimos
anos demonstram a viabilidade deste método.

Em 1990, Burgeess e col. realizaram estudos de resolugao biocatalitica
de a-metileno-B-hidroxi ésteres e cetonas. A lipase de Pseudomonas AK bruta
mostrou melhor resolugado através das acilagdes irreversiveis, via reacao de
transesterificagdo. Diferentes substratos foram utilizados, para identificar os
fatores que influenciam na enantiosseletividade e no tempo da reacéo, (Figura
10).82

Pseudomonas AK
R R" Acetato de vinila
hexano, 250C

CH, CH, CH,
% = 46-67%
ee = 52->95% E=84->56

OAc 0

\j

R'=Me; R"= OBu, OCH,CHCH,, OCH,CCH, OMe, Bu, (CH,),Ph, O(CH,),SPh
R"=Pr; R"= OBu, OMe, Me

Figura 10. Resolugao biocatalitica de a-metileno-B-hidroxiésteres e cetonas.

Este método é barato, experimentalmente simples e compativel com
diversos grupos funcionais que ndo sdo tolerados em catalises de metal-
transicdo e hidrogenagao assimétrica.®?

Basavaih e col. realizaram reacbes de hidrolise enantiosseletiva de
acetatos racémicos, produtos de reagdes de Baylis-Hillman, com PLAP (Pig
liver acetone powder), também com o objetivo de desenvolver um método

viavel para a sintese de produtos oticamente ativos, Figuras 11 e 12.%
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OH
COOMe
a CHO r DABCO COOMe
r + >
| Ar
Racémico
Ac,Ofpiridina
(+)-Alcool OAc
ee= 46-65%
PLAP COOMe
+ -— Ar
Acetato do (-)-alcool )
0 Racémico

Ar = fenil, toluil, 4-clorofenil, 2-anisil

Figura 11. Reacdes de hidrolise enantiosseletivas de acetatos racémicos,

produtos de reagdes de Baylis-Hillman, com PLAP.

OH
CN
_-CHo ( DABCO o CN
Ar + -
’ Ar
Racémico
Ac,Olpiridina
(+)-Alcool Qhc
ee= 59-86%
PLAP CN
+ -— Ar
Acetato do (-)-alcool i
cetato do (-)-alcoo Racémico

Ar = fenil, toluil, 4-clorofenil, 2-anisil, 4-isopropilfenil, 1-naftil

Figura 12. Reagbes de hidrdlise enantiosseletivas de acetatos racémicos,

produtos de reagdes de Baylis-Hillman, com PLAP.

Embora a pureza enantiomérica dos alcoois produzidos ndo seja alta,
este método é de alta utilidade, pois €& possivel obter alcoois homoquirais,
ressubmetendo os acetatos dos alcoois enantioméricamente enriquecidos a
hidrélise enzimatica.®
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Recentemente, Tsuboi e col.®

realizaram resolucdes cinéticas através
da catalise enzimatica utilizando lipases PS e AK para varios produtos de
Baylis-Hillman, como a-metileno B-hidroxi. Quando a lipase PS foi usada em
acetonitrila, as reacdes de transesterificagado dos ésteres racémicos 3-hidroxi-2-
metilenobutanoato de etila e 3-hidroxi-2-metilenopentanoato de etila ocorreram
com altos valores de razao enatiomérica, bons rendimentos quimicos e

excessos enantioméricos, Figura 13.

A hidrdlise dos derivados acetatos, etil 3-acetoxi-2-metilenopentanoato
com a lipase AK, formou os alcoois (R) enatiomericamente puros com valores
de E>321, Figura 14.%

OH 0] OAc O

Lipase PS
CH4CN, 350C

R OEt

\
Pl

OEt + OFEt

(R) (S)
) A " 13508
ee = 90->99% ee >99%

E =29->424
R= Me, Et, n'CsHll, CC|3

Figura 13. Resolugdo Otica dos Produtos de Baylis-Hillman por

Transesterificagao Enzimatica.

OAc O OH 0 OAc O

Lipase PS ou AK >
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R OEt R OEt + OEt
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()

Lipase PS: R = Et, n-C;Hy5
Lipase AK: R = Et, n-C;Hys,

Figura 14. Resolucdo Otica dos Produtos de Baylis-Hillman por Hidrélise

Enzimatica.
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Estas moléculas multi funcionais estdo presentes em muitas ocorréncias
naturais e compostos biologicamente ativos, tais como feroménios e o-

metileno-p-hidroxi-y-butilacetonas.®

1.9 Saccharomyces cerevisiae em Sintese Organica

A Saccharomyces cerevisiae, que utiliza glicose ou sacarose como fonte
de energia, € um dos biocatalisadores mais versateis e baratos. A facilidade de
manuseio, que nao requer nenhum cuidado especial, a torna alvo de escolha
quando se deseja conduzir reagbes de oxidagao-reducdo. E preferencialmente
utilizado na forma de célula inteira, ao invés de enzimas isoladas, evitando
dessa forma o problema da dificuldade de reciclar o cofator, que € um passo
necessario quando se usa a enzima pura. As células inteiras apresentam uma
grande variedade de atividades enzimaticas. Portanto, o maior problema
encontrado neste tipo de biocatdlise € a baixa seletividade, devido a acgao
simultdnea das varias enzimas presentes, que geralmente apresentam

diferentes cinéticas e velocidades de conversdo para um mesmo substrato®.

No entanto, quando o processo nao ¢é satisfatoriamente seletivo,
modificacdes simples nas condigdes experimentais podem ser realizadas no
sentido de influenciar tanto a estereoquimica como a enantiosseletividade.®
Algumas das modificagdes mais comuns sdo o uso de solventes organicos, a

87,88

adicdo de inibidores ou co-substratos e as técnicas de

20,35,89,90,91 ,92,93, entre OUtraS.2

imobilizacao

Algumas enzimas hidroliticas, como as lipases e as proteases, séo
reconhecidamente retentoras da atividade catalitica em solventes organicos.
Entretanto, as dehidrogenases e redutases sao diferentes das hidroliticas e
requerem quantidades estequiométricas da coenzima NADH ou NADPH.
Devido ao alto custo, essas coenzimas sao normalmente recicladas. A
utilizacdo de células inteiras € uma maneira de resolver o problema de
reciclagem da coenzima. Porém, os solventes orgéanicos frequentemente

acarretam danos na membrana hidrofébica da célula do microrganismo.
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O uso de solventes organicos € vantajoso devido a solubilidade do
substrato e a capacidade que possuem em impedir as reagoes laterais pela
agua. Além disso, a seletividade da enzima do fermento pelo substrato pode
mudar em meio organico. A adigdo de pequenas quantidades de agua é
necessaria sob tais condicbes de reacdo, para que a enzima se mantenha
cataliticamente ativa.® Ja o isolamento de produtos de meios ndo aquosos é
bem mais facil do que de meios aquosos, sendo este mais um grande

beneficio.®* %

Nakamura e col. realizaram os primeiros estudos de reducédo de a-ceto
ésteres com fermento de p&o (FP) seco n&o imobilizado em benzeno e hexano.
Observaram que a utilizagado controlada de gotas de agua (0,4 equivalentes;
mL H>O/g FP) no sistema € indispensavel para promover a redugdo. Ja o
excesso de agua suprime radicalmente a reducéo.*

Smallridge e col., em 1994, estenderam as investiga¢cdes na reducgao de
B-cetoésteres com FP em uma série de solventes polares e n&o polares, num
estudo que foi completado verificando-se o efeito da influéncia da agua na
reatividade.”® Estes resultados demonstraram clara e seguramente que a
reacdo € afetada tanto pela natureza do solvente, quanto pela razédo
agual/fermento (independente da razao agua/solvente). Também foi constatado
que a redugdo do acetoacetato de etila 5 com FP em solvente organico
resultou na formacéo exclusiva de (S)-3-hidroxibutirato de etila com ee de 96%,
para todas as condi¢cbes de reagdo empregadas. Estes resultados contrastam

com os obtidos por Nakamura e col.”’

, onde a reducao de a-cetoésteres com
FP em agua formou o enantibmero-S, enquanto que em solvente organico

obteve-se o enantidmero-R.%

Rotthaus e col. estudaram a redugao de a- e pB-cetoésteres (5-9) com FP
em hexano, tolueno, éter dietilico e acetato de etila.® As reacdes de reducdo
em solventes organicos ocorreram preferencialmente em tolueno e hexano,
sendo que os melhores resultados foram obtidos para o composto 5 em
hexano, e para o 6 em tolueno. A tendéncia do ee na reducdo dos compostos
5a 9, em solvente orgéanico sugere que o aumento do comprimento da cadeia

no lado ceto do substrato esta relacionada diretamente ao aumento da
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percentagem de produto com a configuracdo R. Estes resultados estdo de

acordo com a regra de Prelog."’

0 0] 0]
NN SN ) W
© 5 6 7
0 0] 0 0
/\)ULO/\ C'MO/\
8 9

Uma série de (S)-p-hidroxiésteres foi preparada por Smallridge e col.
usando fermento de pao como mediador da redugédo de B-oxo-ésteres em éter
de petroleo (40-60°C). Os produtos foram obtidos com rendimentos entre 56 e
96%, e alto grau de estereosseletividade (94-99% ee). Estes resultados sao
superiores aos descritos na literatura quando as mesmas reagdes foram

conduzidas em fase aquosa (Figura 15).%

M Fermento de Pao /'_\/\k
OR OR

Imobilizado em crisotila

] ee = 94(S) - >99(S)%
R= Me, Et, i-Pr, n-Bu, t-Bu, s-Bu, Bn

Figura 15. Redugédo com fermento de -oxo-ésteres em solvente organico.

Mais recentemente, Kanda e col. verificaram que o duplo entrapeamento
da célula do fermento de pdo com alginato de calcio e pré-polimero uretano
(PU-6) torna-a suficientemente protegida do solvente orgénico para repetidas
redugdes estereosseletivas, em reagdes de longa duracdo.”

Uma das contribuicbes mais recentes para o avanco dos estudos de
reducdo mediada por FP, em meio organico, foi realizada por Smallridge e

col.’® Eles observaram que a atividade do fermento decresce apds 24 horas
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de exposi¢cao a solventes organicos e investigaram os fatores associados com
esta reducao da atividade.

Em um estudo complementar, a facilidade de reducao de p-ceto ésteres
foi relacionada a variagdo do tamanho da cadeia carbdnica ligada ao carbono
ceto. A proximidade dos grupos mais volumosos a carbonila faz com que haja
uma diminuigdo na facilidade de reducdo. Finalmente, as p-ceto amidas s&o
consideravelmente menos reativas que os correspondentes j-ceto ésteres. '’

Em outro trabalho, verificou-se que grupos metilénicos conjugados com
carbonilas e nitrlas podem ser reduzidos com um alto grau de
estereosseletividade e bons rendimentos.'® O fermento de pdo também foi
utilizado na reducado de a-metilenocetonas para obter as correspondentes a-
metilcetonas com alta enantiosseletividade com excessos enantioméricos de
88-99%.'%

1.4.1 Influéncia da Adicdo de Acucares em Reacdes de Reducdo por

Fermento de Pao.

Acucares, especialmente a trealose, e polidis sdo conhecidos como
estabilizadores de membranas protéicas. Atuam também como pequenas
moléculas anticongelantes produzidas por animais que vivem em ambientes
inospitos. Seus efeitos de anticongelamento sdo devido as propriedades
coligativas “water-binding” e estas estdo diretamente relacionadas a
concentragdo delas.’®

A trealose, ou O-a-D-glicopiranosil-(1—1)a-D-glicopiranosideo € um
dissacarideo constituido por duas unidades de glicose e € um agucar nao
redutor, (Figura 16).

Ela é produzida por uma grande variedade de organismos, e conhecida
pela sua capacidade de protecdo. Solugdes de trealose também sao muito

utilizadas na conservacéo de vacinas. %1%
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OH

HO
HO HO o) OH

HO OH

Figura 16. Estrutura da trealose.

Acucares inibem o desdobramento das estruturas das proteinas durante
a etapa de secagem na liofilizagdo porque substituem as pontes de hidrogénio
perdidas com a remogao da agua.

O fato de a trealose atuar como estabilizador de membranas e protetora
para as células de fermento sob condi¢gbes de estresse esta bem documentada
na literatura.'”” Postula-se que os grupos OH dos aditivos, especialmente os
equatoriais em moléculas de agucares, podem ordenar as moléculas de agua e
aumentar a sua estruturacdo. Entretanto, ndo existem evidéncias de que as
cabecas do grupo OH equatoriais em moléculas de agucares estabilizem as
membranas ou proteinas in vivo.'®

Anchordoquy e col. estudaram a manutengdo da estrutura quaternaria
da lactato dehidrogenase. Foi estudada a hibridizagdo e recuperagdo da
atividade catalitica no processo de liofilizagdo durante o congelamento e o
descongelamento utilizando polimeros (dextrana, Ficoll, polietileno-glicol),
agucares (sacarose, trealose e glicose) e surfactantes (Tween 80, Brij 35, -
ciclodextrina hidroxipropila). Os polimeros e principalmente os agucares
evitaram a dissociagdo da lactato dehidrogenase durante estas etapas,
resultando em uma grande recuperagado da atividade da enzima apds a
liofilizagdo e reidratacéo.'®®

Com este exemplo fica claro que o papel principal dos acucares nas
reagcdes em meio organico € substituir a agua, que é necessaria para atividade
da enzima.

Estes efeitos benéficos sdo observados mesmo em sistemas que nao

formam solidos vitreos durante o congelamento e descongelamento.
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Na Saccharoomyces cerevisiae, um dos maiores estoques de
carboidratos é a trealose, que pode constituir 23% ou mais do peso seco da
célula, dependendo das condigbes de crescimento e o estagio do ciclo de vida.
As concentragdes intracelulares da trealose tém um papel importante na
habilidade de muitos organismos, incluindo fermentos, tolerarem condi¢des
ambiente adversas. Altos niveis de trealose em fermento tém também
correlacdo com a resisténcia as condi¢cdes de estresse do ambiente tais como:
desidratagédo, congelamento e choque por etanol. Como resultado, tem sido
proposto que a fungao principal da trealose é protecao contra as condicdes de
estresse do ambiente e ndo como reserva de carboidratos.'"°

O choque por etanol induz a sintese de trealose intracelular e de acidos
graxos insaturados (na presenga de oxigénio), bem como aumenta o total de
lipidios na célula. Este aumento produz longas cadeias de &acidos graxos
insaturados e um decréscimo das cadeias de acidos graxos saturados curtas,
ajudando assim a fortalecer as bicamadas de lipidios, resultando em maior
integridade estrutural e em um aumento na resisténcia a toxicidade do
etanol.'’

Também tem sido sugerido que o metabolismo respiratério confere
maior tolerancia aos estresses para o fermento. Isto pode ser atribuido ao fato
de que mais trealose pode ser sintetizada durante a fermentacéo aerdbica do

que durante a anaerdbica.'”’
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de métodos eficazes para obter separadamente os
enantibmeros de um composto racémico € fundamental, principalmente para
obtencdo de moléculas precursoras, blocos de construgcdes quirais, que podem
ser empregados na sintese de moléculas mais complexas como farmacos
quirais. Um enantibmero pode ser obtido de maneira usual através da
resolucdo de misturas racémicas e de sintese assimétrica. Em ambos os
métodos, 0 uso de enzimas ou microorganismos tem crescido
significantemente. Sabe-se, no entanto, que os métodos enzimaticos
apresentam limitagbes diante dos classicos da quimica organica, mas
representam uma ferramenta sintética poderosa para complementar outras
metodologias na quimica organica sintética moderna.

A busca de uma metodologia mais eficiente para a utilizagao de enzimas
€ microorganismos em sintese organica nos levou a estudar sistemas
alternativos que melhor se adaptassem as condigbes sintéticas desejadas.
Muitas técnicas vém sendo empregadas e apresentam vantagens e
desvantagens em suas aplicagdes sintéticas na quimica organica.

A técnica de imobilizacdo de enzimas foi escolhida, sendo investigadas
varias metodologias para a protecdo de células de Saccharomyces cerevisiae
(FP), visando a sua utilizagdo em reacdes de redugcdo de compostos
carbonilicos em meio organico, que sao utilizados como blocos de construgéo
quirais na sintese de varios produtos naturais (feromdnios) ou farmacos. Neste
mesmo sentido, estudou-se a influéncia da adicdo de sacarose e trealose na
reacdo de reducdo do acetoacetato de etila e a-cloroacetofenona com FP
imobilizado ou ndo, investigando a influéncia dos agucares na protecdo das
células de Saccharomyces cerevisae contra a toxicidade do solvente organico.
Estes complementam os estudos ja realizados por nosso Grupo de Pesquisa
com relagdo a metodologias para a protegcdo das células de Saccharomyces

cerevisiae do meio reacional. """

A resolugao cinética € considerada um dos meétodos mais uteis e

convenientes para obtencdo de moléculas multifuncionais oticamente ativas.
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Sendo assim, realizou-se a resolugao enzimatica com lipase de Pseudomonas
sp livre e imobilizada de produtos racémicos de reagdes de Baylis-Hillmam,
para avaliagdo e otimizagdo do processo e utilizagdo desta metodologia em
trabalhos corriqueiros de quimicos organicos sintéticos.

Este projeto foi desenvolvido em conjunto com o Grupo de Pesquisa do
professor Paulo José S. Moran, do Instituto de Quimica da UNICAMP.

Os produtos racémicos das reagbes de Baylis—Hillman foram
sintetizados e caracterizados por Luciano Fernades, e Prof. Dr. Marcus C. M.
Sa, do Departamento de Quimica da UFSC.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Explorar metodologias de imobilizagdo de enzimas e microorganismos
para obter maior estabilidade na atividade e na estereosseletividade das
mesmas em meio organico. Com isso, pretende-se obter compostos organicos
enantiomericamente puros que atuem como precursores na sSintese de
moléculas com alto grau de complexidade estrutural. Por exemplo, cita-se a
obtengao de haloidrinas e a-metileno-p-hidroxi ésteres quirais, que podem ser
usadas como blocos de construgdo para a sintese de varios produtos naturais

ou farmacos oticamente ativos.

3.2 Objetivos Especificos

v Investigar diferentes metodologias para a protecdo de células de
Saccharomyces cerevisiae (FP), na reagcdo modelo de reducéo do acetoacetato
de etila, visando a padronizagdo de metodologias de imobilizagdo para reag¢des

de redugéo de compostos carbonilicos em meio organico.

v Verificar a eficiéncia dos sistemas de protecdo em estudo quando se tem um
substrato toxico para o FP, como a a-cloroacetofenona, juntamente com a

facilidade de sua extracao do meio reacional.

v Utilizar as melhores metodologias de protecdo das células de
Saccharomyces cerevisiae (FP), para comparar a enantiosseletividade e
porcentagem de conversao com fermento de p&o livre para efetuar reagdes de
reducdo biocatalisadas de cetonas pré quirais (ex.: acetofenona, p-
nitroacetofenona, 4-hidroxiacetofenona, 4-metoxiacetofenona, 3-hidroxi-4,5-

dimetilacetofenona, 3,4-dimetoxiacetofenona, 3,4,5-trimetoxiacetofenona).
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v Investigar a influéncia da adicdo de trealose e sacarose em reacdes de
reducdo, mediadas por fermento de pao, do acetoacetato de etila e da a-

cloroacetofenona, para minimizar a toxicidade do solvente organico.

v Avaliar os sistemas de protecdo da célula do fermento de pao (FP/G,
FP/G/S, FP/K10, FP/K10/S, FP/K10/G, FP/K10/G/S e FP/K10/G/T) e comparar

com os sistemas ndo imobilizados (FP, FP/S e FP/T).

v Realizar a resolugdo dos produtos recémicos das reagdes de Baylis-Hillman
(R, S)3-hidroxi-2-metilenobutanoato de metila, (R,S)3-hidroxi-2-
metilenohexanoato de metila e (R, S)3-hidroxi-2-metileno-3-(2-naftil)-propanoato
de metila, via transesterificagcdo enantiosseletiva enzimatica, utilizando lipase
de Pseudomonas sp (PS) livre e imobilizada em poli (6xido de etileno) — PEO,
silica e montmorilonita K10 em solventes organicos, para obter compostos

oticamente ativos.
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4.PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes Utilizados na Biotransformacdo com Saccharomyces

cerevisiae (FP)

Fermento de pao (FP) bioldgico, instantdneo e seco (Saccharomyces
cerevisiae, EMULZINT — LTDA da Bélgica), foi utilizado como biocatalisador.
As células foram imobilizadas em montmorilonita K10 (K10) (Aldrich Chemical
Co.) e revestidas com gel de gelatina (G) (SIGMA G2500, Tipo A). Foram feitas
adicbes aos suportes de solugdes de sacarose (S) ou trealose (T).
Acetoacetato de etila e a-cloroacetofenona (Carlo Erba) e as acetofenonas proé-
quirais (Aldrich Chemical Co. e Riedel-de-Haem): acetofenona, p-
nitroacetofenona, 4-hidroxiacetofenona, 4-metoxiacetofenona, 3-hidroxi-4,5-
dimetilacetofenona, 3,4-dimetoxiacetofenona, 3,4,5 trimetoxiacetofenona foram
utilizadas sem purificacdo. Os produtos racémicos utilizados como padrdes
para CG quiral, (+)-3-hidroxibutanoato de etila e (+)-2-cloro-1-fenil-etanol, foram
obtidos através da reagdo de reducdo das respectivas cetonas com NaBH4
(Aldrich Chemical Co.).""

4.1.2 Reagentes Utilizado na Biotransformacdo com Lipase de

Pseudomonas sp

Os substratos utilizados nas resolu¢des biocataliticas dos a-metileno-f-
hidroxi ésteres, (R,S)3-hidroxi-2-metilenobutanoate de metila (10) e (R,S)3-
hidroxi-2-metilenohexanoato de metila (11), foram preparados de acordo com a
literatura pela reagdo do acrilato de metila (Aldrich) com o respectivo aldeido
(acetaldeido, butiraldeido; Aldrich) na presenca do catalisador DABCO
(Aldrich), a temperatura ambiente por 5-7 dias, as caracterizacoes
espectroscopicas estdo de acordo com os dados publicados (ver itens 4.2.2,
4'2.3).67,71,72
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Figura 17. Resolugbes biocataliticas, de a-metileno-B-hidroxi ésteres com

lipase de Pseudomonas sp livre e imobilizada.

O composto (R,S)3-hidroxi-2-metileno-3-(2-naftil)-propanoato de metila
(12), ainda ndo havia sido descrito na literatura, ele foi preparado e
completamente caracterizado por dados espectroscopicos de IV e RMN (ver
item 4.2.4).

Os acetatos racémicos (13, 14), usados como padrdes para a analise no
CG quiral, foram obtidos pelo tratamento dos compostos 10 e 11 com cloreto
de acetila e trietilamina (MALLINCKROD) em CH,Cl, (MALLINCKROD) a O°C
por 2h.”%"73 Todos os compostos foram isolados com bons rendimentos (81%
para o composto 13), apds purificagdo por coluna cromatografica tipo flash
(hexano/AcOEt 9:1). Fordo completamente caracterizados por dados
espectroscopicos de IV e RMN (ver item 4.2.5 e 4.2.6).

A enzima utilizada foi a lipase de Pseudomonas sp. (ou Pseudomonas
cepacia) (30.000U/g, Amano 30). A lipase foi imobilizada em poli(6xido de
etileno) — PEO (30.000 g/mol) (Aldrich Chemical Co.), montmorilonita K10
(Fluka) e silica gel para cromatografia (Aldrich, 60-120 mesh). Os agentes
acilantes utilizados foram o acetato de vinila e o acetato de iso-propenila
(Fluka).

Em todas as reagdes utilizou-se hexano (Grupo Quimica) como solvente
para o meio reacional. Este foi purificado através de lavagem com acido
sulfrico e neutralizacdo, seguida de destilagdo (p.e.=68°C; p.€.jteratura=69°C)."">
A pré-purificagdo dos produtos obtidos foi realizada por coluna cromatografica
de silica (Carlo Erba, 0,05-0,20 mm).
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4.2 Caracterizacdo dos Compostos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H)
foram obtidos em um espectrémetro da Bruker AC 200MHz, utilizando como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & = 0,00 ppm). O solvente utilizado nas
analises foi cloroférmio deuterado.

Os cromatogramas e espectros de massas foram obtidos em um
cromatografo a gas GC-MS-QP5000 da Shimadzu, equipado com coluna da
Supelco (Simplicity 1 Capillary Columm, 30 m x 0,25 mm x 025 pm, N° 11702-
05B) instalado no Instituto de Quimica da UNICAMP. As determinagbes dos
excessos enantioméricos dos produtos e substratos das reacdes de biocatalise
foram realizadas no cromatégrafo gasoso da Shimadzu - GC-14B, com uma
coluna capilar de fase estacionaria quiral, CHROMPACK (chirasil - DEX CB
25m x 0,25mmID x 0,25 um). Nesta fase a molécula de B-ciclodextrina esta
quimicamente ligada ao filme de dimetilpolisiloxano. Esta ligacdo impede a
ciclodextrina de migrar para as diferentes localidades na superficie do filme,
pois esta quimicamente ligada.

As condi¢des de analise da CG-quiral foram determinadas para cada
composto. Primeiramente, os padroes racémicos previamente sintetizados
foram submetidos a CG-quiral para obter as melhores condigdes de separagcao
dos enantidbmeros. Em seguida, os produtos de sintese foram analisados sob
as mesmas condigdes. A programagao utilizada para separar os enantibmeros
dos substratos e produtos sera mostrada quando os mesmos estiverem sendo
citados.

As rotacdes Opticas especificas foram medidas em um Polarimetro-

Polartronic E da Schmidt-Haensch.

4.2.1 Purificagéo e Identificagdo dos Produtos

As reacdes foram acompanhadas através de retiradas periodicas
(intervalos de 24h) de aliquotas do meio reacional por analises por c.c.d,

RMN'H (200 MHz) e cromatografia gasosa (CG). Os produtos, identificados por
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estas mesmas técnicas, também foram analisados por medidas de rotacao
Optica. As medidas de excessos enantioméricos foram determinadas por CG,
com uma coluna quiral, e as condi¢gdes de analises estdo demonstradas na
Tabela 2.

A purificagdo dos compostos de Baylis-Hillman e seus derivados
acetatos racémicos foi feita através de técnicas cromatograficas por
cromatografia de coluna. Os rendimentos dos produtos foram determinados por
analises quantitativas através do espectro de RMN 'H e de cromatografia

gasosa com fase quiral (B-CD).

Tabela 2. Condigdes de programagdao do GC-14B, para os diferentes
substratos.
Substratos*
, (R-S)- -
Parametros Acetoacetato de
, Acetofenonas metileno-f3-
etila
hidroxi ésteres
Temperatura Inicial 70°C 90°C 80°C
Temperatura final 150°C 150°C 150°C
Taxa de aquecimento 2°C/ min. 3°C/ min. 2°C/ min.
Injetor: split, 200:1 250°C 250°C 250°C
Detector: FID 275°C 275°C 275°C
Presséo do gas carreador
75kPa 75kPa 75kPa
(H2)
Volume da amostra 1 uL 1 uL 1 uL

* Utilizou-se hexano como solvente.

4.2.2

Caracterizacoes

Espectroscopicas

Metilenobutanoate de Metila (10)

(R,S)-3-Hidroxi-2-

IV: 3426, 1734 and 1645 cm™; RMN 'H: § 1.37 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 2.79 (s, 1H), 3.78
(s, 3H), 4.62 (q, 1H, J = 6.5 Hz), 5.83 (s, 1H) € 6.21 (s, 1H).
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4.2.3 Caracterizacdes Espectroscopicas (R,S)-3-Hidroxi-2-

Metilenohexanoato de Metila (11)

IV: 3440, 2958, 2874, 1718 and 1630 cm™; RMN "H: § 0.94 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 1.26-
1.68 (m, 4H), 2.66 (broad s, 1H), 3.78 (s, 3H), 4.41 (t, 1H, J = 6.0 Hz), 5.80 (s, 1H) e
6.22 (s, 1H).

4.2.4 Preparacéo e Caracterizagdo Espectroscopicas do (R,S)-3-Hidroxi-2-
Metileno-3-(2-Naftil)-Propanoato de Metila (12)

Para uma solugé&o contendo 260 mg de 2- naftaldeido (1,66 mmol) em
0,30 mL de acrilato de metila (3,33 mmol) foi adicionado 55 mg de DABCO
(0,50 mmol), e a mistura foi deixada sob agitagdo por 72 h a 25°C. A reacgao foi
entdo diluida em CH,Cl, (10 mL), lavada com 5% HCI (56 mL) e H2O (5 mL),
seca com Na,SO,4 e concentrada sob pressao reduzida. O residuo solido obtido
foi filtrado em cromatografia tipo flash com silica gel (hexano/AcOEt 9:1), e o
solvente removido sob vacuo, fornecendo 325 mg do composto 12, (81%); p.f.
98-99°C; IV: 3330, 3045, 1730 e 1645 cm™; RMN 'H (ppm): & 3.71 (s, 3H); 5.73
(s, 1H); 5.87 (s, 1H); 6.37 (s, 1H); 7.47 (m, 3H) e 7.84 (m, 4H). Analise
Elementar Calculada para C45H1403 (%): C, 74.36; H, 5.82. Encontrada: C,
74.13; H, 5.90.

4.2.5 Caracterizacdes Espectroscopicas (R,S)-3-Acetoxi-2-
Metilenobutanoato de Metila (13)

IV: 1742 and 1634 cm™; RMN "H: 5 1.40 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 2.07 (s, 3H), 3.78
(s, 3H), 5.71 (q, 1H, J = 6.5 Hz), 5.82 (s, 1H) e 6.29 (s, 1H).
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4.2.6 Caracterizacdes Espectroscopicas (R,S)-3-Acetoxi-2-

Metilenohexanoato de Metila (14)

IV: 1726 and 1634 cm™; RMN "H: § 0.94 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 1.30-1.70 (m, 4H),
2.08 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 5.62 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 5.72 (s, 1H) e 6.27 (s, 1H).

4.3 Procedimentos de Protecdo da Célula de Saccharomyces cerevisiae

para Utilizacdo em Reacdes de Reducdo em Meio Organico.
4.3.1 Procedimento Geral para a Adsorcao e Recobrimento do FP

Uma suspensdo com 2,0 g de FP seco e 6,0 g de montmorilonita K10,
em aproximadamente 100 mL de agua foi agitada vigorosamente por uma
noite, a temperatura ambiente. A mistura de FP/K10 foi entao filtrada a vacuo,
seca sob corrente de ar e triturada até resultar em particulas finas. Uma
solugéo de 0,5 g de gelatina em 5,0 mL de agua foi aquecida até 50°C, e em
seguida resfriada a +30°C e misturada ao sdlido FP/K10. A mistura FP/K10/G

resultante foi seca sob corrente de ar.

4.3.2 Procedimento Geral para a Reacédo de Reducdo do Acetoacetato de
Etila

Em um erlenmeyer foram colocados 100 mL de hexano, e em seguida o
biocatalisador foi adicionado, sob agitagdo magnética. Para os sistemas com
agua ou solugéo de sacarose (S) ou trealose (T), esta foi gotejada lentamente
sob agitagdo magnética vigorosa. Apos a adigao de 0,2 mL (1,57 mmoles) de
acetoacetato de etila, as reacdes foram mantidas sob agitagcdo em um banho
termostatizado tipo Dubnoff a 20 e 30°C por 24 horas. As diferentes condigdes
experimentais testadas estdo mostradas na Tabela 3.

Todos os sistemas da Tabela 3 foram comparados com o FP/T,

FP/K10/G/T no qual o procedimento utilizado foi similar a adicdo de sacarose.
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Tabela 3. Diferentes condigdes experimentais empregadas nas reagdes de

reducdo de acetoacetato de etila em hexano®.

Entradas Sistemas H,O FP° K10° GY  Sacarose(S)

(mL) (9 (90 (g/mL) (9)

1 FP 16 20 _ B B

2 FP/S (ou T) 16 20 ~ 0,16

3 FP/G 16 20 _ 01 ~

4 FP/G/S (ou T) 1,6 20 _ 0,1 0,16

5 FP/K10 16 20 6,0 _ -

6 FP/K10/S (ouT) 1,6 20 60  _ 0,16

7 FP/K10/G 16 20 6,0 0,1 -

8 FP/K10/G/S(ouT) 16 2,0 6,0 0,1 0,16

a) Os experimentos foram realizados em duplicatas para comparagéo dos resultados; b) FP
= fermento de p&o; ¢) K10 = montmorilonita K-10; d) G = gelatina, temperaturas: 20 e 30°C.

4.3.3 Procedimento para a Reutilizacdo do Biocatalisador na Reacédo de

Reducéo do Acetoacetato de Etila

Apos o término de cada reacao e a filtragem a vacuo do sobrenadante e
lavagem do suporte com hexano (3 x 30,0 mL), testou-se a reutilizagdo dos
sistemas. Foi adicionado novamente 0,2 g (1,57 mmoles) de acetoacetato de
etila e 100 mL de hexano e colocado no banho termostatizado.

As reacoes de reutilizacdo foram monitoradas conforme discutido no item
4.21.

4.4 Procedimento Geral para a Reagcdo de Reducéo da a-Cloroacetofenona

Utilizaram-se as metodologias de adsorcao e recobrimento ja descritas.
Todavia, as quantidades foram o dobro das utilizadas nos ensaios
experimentais, pois verificou que para este substrato ndo ha formacao de
produtos com as mesmas quantidades. Os melhores resultados foram obtidos
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para a reacdao modelo com os sistemas FP/K10/G/S e FP/S. Estes dois
sistemas determinaram portanto, os ensaios de reducao da a-cloroacetofenona
em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) e temperaturas (20 e 30°C). A
estereosseletividade foi avaliada nestas condicbes. Para cada sistema
(FP/K10/G e FP), foram adicionados 50 mL de hexano e estes submetidos a
agitacdo magnética. Com uma bomba peristaltica e agitagcdo magnética
vigorosa, foram adicionadas vagarosamente uma solugdo de 0,32 g de
sacarose ou trealose em 3,2 mL de agua. Sob agitacdo tipo Dubnoff foram
adicionados 0,2 g (1,3 mmoles) de a-cloroacetofenona. Apds 24, 48 e 72 horas
de reacdo, o meio reacional foi separado do suporte por filtragdo, pre-
purificado em uma coluna cromatografica de silica para eliminar particulas
provenientes do FP, e o solvente evaporado em evaporador rotatério. A analise
da mistura reacional foi realizada por CG com fase estacionaria quiral,

utilizando-se o hexano como solvente.

4.4.1 Procedimento para a Reutilizacdo do Biocatalisador na Reacédo de

Reducéo da a-Cloroacetofenona

A reutilizagdo dos dois sistemas foi testada, adicionando-se novamente
0,2 g (1,3 mmoles) de a-cloroacetofenona e 50 mL de hexano; apés a filtragem
a vacuo do sobrenadante e lavagem do suporte com hexano (3 x 30,0 mL) sob
agitacdo magnética. Estas reagcdes foram monitoradas conforme descrito no
item 4.2.1.

4.5 Procedimento Geral para ReacOes de Reducao Enantiosseletiva de

Diferentes Cetonas

As reacgdes de redugao do acetoacetato de etila e a-cloroacetofenona
foram estudadas utilizando FP livre e FP imobilizado em K10.""" As melhores
quantidades e condi¢des foram utilizadas para outros substratos. Aos sistemas
FP/K10/G e FP sem protecédo, em 50 mL de hexano, foram adicionados 3,2 mL
de solugdo de sacarose 10%(S). Os sistemas FP/K10/G/S e FP/S foram
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utilizados nas reacgdes de reducdo de diferentes acetofenonas pro-quirais:
acetofenona, p-nitroacetofenona, 4-hidroxiacetofenona, 4-metoxiacetofenona,
3-hidroxi-4,5-dimetilacetofenona, 3,4-dimetoxiacetofenon e 3,4,5-
trimetoxiacetofenona. Adicionou-se 1,3 mmols de substrato em 50 mL de
hexano.

As reacbes foram mantidas sob agitacio em banho de agua
termostatizado (tipo-Dubnoff) a 20°C e/ou 35°C. Foram coletadas aliquotas a

cada 24h por 30 dias, as quais foram analisadas por CG quiral.

4.6 Procedimento para as Reagdes Controle

Para todas as biotransformacdes, as reag¢des controle foram realizadas
utilizando FP sem qualquer método de imobilizagdo. O procedimento geral para
estas reacbes foi a adicdo das mesmas quantidades de FP, solvente e
reagentes que as utilizadas nas reagées com o FP imobilizado. Como exemplo,
estudou-se a redugcdo do acetoacetato de etila 0,2 mL (1,57 mmoles) na

presencga de 2,0 g de FP em 50 mL de hexano (Tabela 3, Entrada 1).

4.7 Procedimentos para a Resolucédo Biocatalitica de a-Metileno-B-Hidroxi

Esteres — Produtos de Baylis Hillman

4.7.1 Imobilizacdo da PS em Filme de Poli-oxi-etileno (PEO)

Solubilizou-se 500 mg de PEO em 25 mL de agua, com agitagao
constante por 12 horas. Apos este periodo, quantidades conhecidas (50-500
mg) da lipase de Pseudomonas sp (PS) foram adicionadas e o sistema foi
mantido sob agitagcdo constante por mais 4 horas. A seguir, esta mistura foi
colocada em placa de petri e o solvente foi evaporado a temperatura ambiente
para a formacdo do filme. Este foi cortado em pedacos de aproximamente
3mm? e adicionado no meio reacional. A lipase de Pseudomonas sp é

equivalente a Pseudomonas cepacia.''*'"®
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4.7.2 Imobilizacdo da PS em Silica e K10

Foi feita uma suspensao da lipase (PS) em agua com concentragdo de
10 mg/mL. Esta foi misturada com silica gel (500 mg) ou K10 (500 mg), em 10
mL de agua, a temperatura ambiente. Apds 5 horas de agitacdo a mistura foi
filtrada e o sistema resultante (PS/silica ou PS/K10) seco em corrente de ar por

uma noite.

4.7.3 Procedimento Geral para Resolucgao Biocatalitica

A resolugdo enzimatica dos a-metileno-p-hidroxi ésteres, obtidos da
reacao de Baylis-Hillman, foi realizada com os sistemas PS livre(PSL) e PS
imobilizada em PEO, silica ou K10 (PS/PEO, PS/silica ou PS/K10). Com a PS
livre em 50 mL de hexano, adicionou-se 21,6 mmoles do agente acilante

(acetato de vinila e/ou de iso-propenila) e 7,8 mmol dos substratos.

Para o sistema PS/PEO, PS/silica ou PS/K10 utilizou-se somente o
acetato de vinila como agente acilante (21,6 mmoles) em 50 mL de hexano e
1,4 mmol de substrato. As reacbes foram realizadas em um banho

termostatizado tipo Dubnoff a 35°C.

Para a determinagdo da porcentagem de conversdo e excessos
enantioméricos, fez-se uso da CG quiral, (item 4.2). A razdo enantiomérica (E)

foi obtida a partir das Eq. 2 e 3, p.16.

4.7.4 Procedimento para Reutilizacdo do Biocatalisador na Resolucao
Biocatalitica do (R,S)3-Hidroxi-2-Metilenobutanoato de Metila (10)

Foram realizados testes preliminares para a reutilizagcdo da lipase PS livre.
Apoés a utilizagdo da PS/livre na resolugédo biocatalitica do (R,S)3-hidroxi-2-
metilenobutanoato de metila (10), decantou-se o sobrenadante e lavou-se a
enzima com hexano (4x) para retirar os reagentes ou produtos retidos. Esta

avaliacao foi feita por ccd.
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A primeira reutilizacdo foi feita apds a enzima ter sido estocada em
hexano (50 mL) por 24 horas sob refrigeracdo. A seguir, adicionou-se 21,6
mmoles de acetato de vinila e 7,8 mmol do (R, S)3-hidroxi-2-metilenobutanoato
de metila (10). A segunda reutilizacdo da PS/livre foi realizada ap6s 30 dias de
estocagem nas mesmas condicbes anteriores. Todas as reagdes foram

monitoradas por CG quiral (item 4.2.1).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados e discutidos primeiramente para as
diferentes metodologias de protecdo das células de Saccharomyces cerevisiae
(FP), verificando a eficiéncia dos sistemas em reagdes de redugdo de
compostos carbonilicos. Na sequéncia sera apresentada e discutida a
influéncia da adicao de trealose e sacarose nas reag¢des de redugcao mediadas
por FP, em solvente organico. Posteriormente, serdo apresentados os
resultados obtidos para a resolugdo dos produtos das reagdes de Baylis-

Hillman, via transesterificagao enzimatica.

5.1 Metodologias de Protecdo das Células de Saccharomyces cerevisiae

5.1.1 Reducdo Enantiosseletiva do Acetoacetato de Etila Mediada por

Fermento de Pao: Padronizacdo das Metodologias de Imobilizacdo

A reacao de redugao do acetoacetato de etila foi utilizada como modelo
em todos os estudos dos processos de imobilizacdo e recobrimento, com a
finalidade de padronizar uma metodologia para os outros substratos, Figura
18.

0 0 OH ©
diferentes sistemas de /\)k
CHMO/\CHg, : — > CH 0" cH,
3 biotransformacdes 3
15-S (+)

Figura 18. Reducgéo biocatalitica do acetoacetato de etila.

Muitos detalhes desta reagdo modelo sdo bem conhecidos, principalmente
considerando-se que o valor do excesso enantiomérico do alcool produzido
pode ser facilmente monitorado por CG com uma coluna com fase estacionaria
quiral. Além disto, p-hidroxiésteres enantiomericamente puros tem sido usados

como precursores importantes, que podem servir como intermediarios ou
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blocos de construgcao quirais (“chiral building blocks”) na sintese de diversos
compostos de importancia bioldgica.

Entre varios exemplos, o (S)-(-)-3-hidroxi-butanoato de etila € um dos
alcoois quirais mais utilizados como percursor, por exemplo dos compostos:
(S)-(+)-sulcatol que é um insumo importante para a sintese de outros produtos
naturais; (R)-lavandulol que é um aditivo importante na industria de perfumes e
0 (R)-(+)-recifeiolideo, um macrolidio natural isolado de Cephalosporum

recifei.’®-116

Estudos anteriores realizados por Moran e col.*>*' demonstraram que a
relacdo ideal de FP fresco (que contem 70% de umidade) e K10 é de 1:1.
Neste trabalho foi usado o FP desidratado e a proporgcdo biocatalisador :
suporte, foi 1:3. Nao foi observada qualquer diferenca na obtengao do produto
final, apos a hidratagcao do FP, antes de sua adsor¢dao em K10 com solugao de
KCI (2%) e sacarose (razédo de sacarose/ FP 1:1).

Sabe-se que a utilizacdo de agua entre 0,2 a 1,2 mL de agua por grama
de fermento seco, adicionadas ao meio reacional é indispensavel para que
ocorra a reagao. %% 97101

Foram realizados testes para estabelecer a quantidade ideal de agua,
dentro da faixa estipulada pela literatura como aceitavel, que pode ser
adicionada ao meio sem alterar a morfologia dos sistemas em estudo (FP,
FP/K10, FP/G, FP/K10/G). O valor maximo de agua adicionada foi de 0,8 mL
por grama de FP, quantidade esta que ainda preserva a area superficial dos

sistemas de ser diminuida por aglutinagéo.

Além do hexano como solvente, foi também testada uma mistura de
acetato de etila/hexano (20:80). Neste caso, a formagao de produto nao foi
detectada por CG quando utizaram-se os sistemas FP/K10 e FP/K10/G
(Tabela 3, Entradas 5 e 7, p. 46).

Porém, para o sistema de reagcdo FP (Tabela 3, Entrada 1, p. 46) a
porcentagem de conversédo foi de apenas 42%. Isto ocorreu provavelmente

devido a inativacdo das células causada pelo aumento da polaridade do
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solvente. A interagdo entre o solvente orgénico e a agua de hidratagdao das
enzimas dependera da natureza do solvente. Solventes hidrofilicos tendem a
remover ou distorcer a protegdo destas camadas de agua. A agua intracelular
dos microorganismos tende a ser retirada por esta classe de solvente,
inativando o sistema enzimatico do microorganismo. Assim, 0s solventes
hidrofdbicos interagem menos com a agua e sdo os mais adequados para

reacdes em meio nao aquoso. %9’

Realizaram-se os calculos de rendimentos para a obtencao do (S)-(+)-3-
hidroxi-butanoato de etila (15), utilizando os sistemas: FP/K10 e FP/K10/G
(Tabela 3, Entradas 5 e 7, p. 46). As reagdes foram mantidas sob agitacéo

magnética por 24 horas a 20°C.

Apds 24 horas de reagao, pode-se constatar, através das analises por
CG-EM do produto final com os dois sistemas, que apenas o (S)-(+)-3-hidroxi-
butanoato de etila havia sido formado. Através de pesagens em balanga
analitica obteve-se 27,2% do produto da reagcdo com o sistema FP/K10/G e
19,9% com o sistema FP/K10.

A partir destes resultados, concluiu-se que o restante do produto da
reacao ficou retido nos sistemas FP/K10/G e FP/K10. Isto também foi
confirmado quando realizou-se a lavagem do suporte com acetato de etila
(através de agitacdo magnética 3 x 30,0 mL), para tentar extrair o maximo de
produto que eventualmente teria ficado retido no suporte. Conseguiu-se extrair
mais 45,9% e 41,8% de produto da reagdo de redugédo com os sistemas
FP/K10/G e FP/K10, respectivamente. Estes resultados foram também
confirmados por CG-EM. Os rendimentos totais obtidos foram de 73,1%
utilizando o FP/K10/G e 61,7% com FP/K10.

Com este procedimento de lavagem para retirada dos produtos retidos
nos suportes, verificou-se que estes sistemas nao puderam ser mais
reutilizados devido a inativagdo das células de Saccharomyces cerevisiae pelo
acetato de etila. Entdo, adotou-se a lavagem com hexano (3 x 30,0 mL) sob
agitagdo magneética, apds o término de cada reagdao para obter um maior

rendimento. Mesmo n&do sendo o melhor solvente para extragdo, ele garante
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uma maior preservagao das células para os estudos de reutilizacdo. Como foi
padronizada a metodologia para todos os sistemas, o erro ocorrido por nao

extrair todo o reagente e produto dos suportes, foi sistematico e ndo devera
influenciar na analise dos resultados.

Conforme esperado, ndo houve formacado de produto quando a reacao
foi realizada na presenca de K10 sem a adicido de FP, ou com FP sem a adigao

de agua, evidenciando a sua importancia nas biotransformacdes.

Os resultados obtidos para a reducdo do acetoacetato de etila a 20°C,

com os diferentes sistemas de imobilizacdo do FP em fungdo do numero de
reutilizagdes, estdo apresentados na Figura 19.

% de conversao

Figura 19. Porcentagem de conversao (%c) do acetoacetato de etila em (S)-
(+)-3-hidroxibutanoato de etila mediada por FP em diferentes

sistemas de imobilizacdo e em fungdo do numero de reutilizagoes,
em hexano a 20°C.
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Verificou-se por CG quiral que com os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/S
a 20°C, apds 24 horas de reagéo, obteve-se 100% de conversdo ao produto
(S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila. Com os outros sistemas (FP/K10, FP/K10/S,
FP/G, FP/G/S, FP/K10/G) foram também obtidas excelentes porcentagens de
conversao, sendo de 73-94%. O melhor sistema de prote¢cao das propriedades
cataliticas das enzimas nas células de Saccharomyces foi FP/K10/G/S.
Observou-se a biorredugdo do acetoacetato de etila para o 15-(S)-(+),
enantiomericamente puro, com conversao de 19% na quarta reutilizacdo, sem

a formacéao de subprodutos.

Nas reacdes efetuadas a 30°C, também foram obtidos 100% de
conversao para o produto utilizando os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/S. Com
o sistema FP o valor de %c diminuiu para 7% na primeira reutilizagdo. Com o
sistema FP/K10/G/S, obteve-se o produto com 19% de conversédo na primeira
reutilizacdo, mostrando uma modesta protecao para as células do FP. Apds a

primeira reagéo, todos os sistemas foram avaliados em até quatro reutilizagdes.
Os resultados obtidos para a redugdo do acetoacetato de etila a 30°C,

com os diferentes sistemas de imobilizacdo do FP em fungdo do numero de

reutilizagdes, estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Porcentagem de conversao (%c) do acetoacetato de etila em (S)-
(+)-3-hidroxibutanoato de etila, mediada por FP, em diferentes

sistemas de imobilizacdo e em funcdo do numero de reutilizacoes,
em hexano a 30 °C.

Através da analise das Figuras 19 e 20, pode-se verificar que a partir da
segunda reutilizagdo, ou seja a terceira reagao a que o sistema foi submetido,
as porcentagens de conversao diminuiram significativamente, principalmente a
30°C. Esta diminuigdo tornou-se menos acentuada quando sistemas de

protegdo, na presencga de sacarose, foram empregados.

A temperatura exerceu influéncia na desativacdo das redutases do FP.%
Como consequéncia, provavelmente ocorreu a desativacdo das enzimas apos
24 horas e obtiveram-se valores de conversao menores do que quando as
reagOes foram realizadas a 20 °C .

Independente do método de imobilizagdo e da temperatura, os valores
de ee, analisados por CG quiral, foram superiores a 99%. Em todos

experimentos apenas um enantibmero foi detectado. As condi¢des
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cromatograficas pré-estabelecidas para a separagdo dos enantibmeros e as
medidas de rotacdo ética [a]'p (Tabela 6, p.66) indicaram a formagdo apenas

do (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila.®>""”

A configuragcdo absoluta dos produtos de redugdo por FP pode ser
racionalizada pela regra de Prelog."’ A adicdo de hidreto para o atomo de
carbono carbonilico € estereocontrolada para que um dos enantibmeros do
alcool secundario seja formado predominantemente. O modo preferencial de
reducao € geralmente estabelecido pelo tamanho dos substituintes ligados ao

grupo carbonilico.”

Utilizando os sistemas FP/K10, FP/G e FP/K10/G sem a adicdo de
sacarose, a %c diminuiu consideravelmente em relagdo aos mesmos com
adigdo de sacarose, nas temperaturas de 20 e 30°C. Estes resultados podem
estar associados ao fato de que a sacarose, da mesma forma que a trealose
nao esta atuando somente como reserva de carboidrato, mas também como
protecdo para as células de Saccharomyces cerevisiae contra o estresse do
meio reacional causado pela presenca de solvente organico e aumento da

temperatura.'®1%"1% Os resultados s3o0 apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Porcentagem de conversdo (%c) do acetoacetato de etila em (S)-
(+)-3-hidroxibutanoato de etila com FP imobilizado em diversos

sistemas, em hexano.

Sistemas c(%),20°C c(%),30°C
FP 100 100
FP/S 100 100
FP/K10 73 56
FP/K10/S 93 95
FP/G 94 74
FP/G/S 97 82
FP/K10/G 79 52
FP/K10/G/S 100 100

Tempo reacional: 24 horas

Com os sistemas FP/K10 e FP/G as diferengas nas conversdes ao
produto foram as maiores, sendo de 73 e 94% respectivamente.
Provavelmente, isto ocorreu devido a menor retengao do reagente e produto
nas redes poliméricas da gelatina (G), quando comparado ao K10. Este
resultado também pode estar associado a maior estabilidade do FP pela maior

quantidade de agua presente na estrutura da gelatina.

Constatou-se também que se o FP nao imobilizado permanecer por
mais de 24 horas em contato com o solvente organico, ha o aparecimento de
subprodutos, que foram detectados por analises cromatograficas. Porém, com
o sistema FP/K10/G/S houve uma maior resisténcia quanto a formacado de
subprodutos . Estes nao foram detectados por CG quiral. O aparecimento de
subprodutos pode estar relacionado a possibilidade de rompimento da parede
celular, devido ao lixiviamento desta pelo solvente organico ou pelo aumento
da temperatura, fazendo com que o material intracelular migre para o meio

reacional.
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5.1.2 Reducgdo Enantiosseletiva da a-Cloroacetofenona Mediada por

Fermento de Pao

Os produtos obtidos na redugao estereosseletiva de a-haloacetofenonas
sao de grande interesse. Eles podem ser usados para obten¢ao de haloidrinas
que sao blocos de construgéo quirais para alguns produtos naturais e farmacos
oticamente ativos.''®
A biorreducdo da a-cloroacetofenona tem sido realizada com FP em

meio aquoso e em diversos sistemas como exemplificado abaixo; %18

JReacdes de reducdo com adicdo de pequenas quantidades de ZnSQO,, ou
sem adi¢cdo de sacarose, mas empregando uma grande quantidade de FP. O
estudo da adicao lenta do substrato foi efetuado para observar o efeito da
concentracdo deste no meio reacional, sabe-se que a baixa concentragao do
substrato o rendimento quimico aumenta mas a pureza oOtica € moderada.

Nestes casos o melhor sistema foi sem a adicdo de sacarose.' "

JImobilizagdo do FP em crisotila, com e sem adicdo da solucdo de KCI e
sacarose. Neste caso, observou-se a mudanga na estereoquimica do produto

e apos a reutilizagéo do sistema imobilizado isolou-se o (S)-alcool.*

Neste trabalho, a reagdo de redugao foi realizada em meio organico,

Figura 21.

cl cl
FP/K10/G/S, FP/S

hexano, 20 e 30°C

Figura 21. Reducao biocatalitica da a—cloroacetofenona.

Os dados de %c e ee (%) para formagao do (R)-(-)-2-cloro-1-feniletanol

(16), estdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Porcentagem de conversdo da o—cloroacetofenona em R-(-)-2-

cloro-1-feniletanol e os valores de ee obtidos em diferentes

condi¢cdes experimentais.

ee %2 (%c)° ee %2 (%c)° ee %2 (%c)°
Sistemas 24h 48h 72h
20°C 30°C | 20°C | 30°C | 20°C 30°C
FP/S 60 (30) | 56 (19) | 56 (26) 55 (39) 56 (26) | 60 (35)
FP/K10/G/S | 77 (10) | 73(9) |77 (15) 73 (10) | 79 (10) | 78 (19)

@ ee determinado por CG quiral.
® determinados por RMN 'H.

Os valores de ee obtidos com o sistema FP/K10/G/S (ee 73-79%) foram
sempre maiores que para FP/S (ee 55-60%), independente do tempo e da
temperatura. As porcentagens de conversao usando o sistema FP/K10/G/S (9-
19%) foram menores que para FP/S (19-39%). Estes resultados também
sugerem uma maior dificuldade de difusdo do reagente e produto do suporte
para o meio reacional e vice-versa, isto € causado pelo sistema duplo de
protecao (G e K10).
se ocorria inversdo de

Foram realizados testes para verificar

configuracdo ao reutilizar estes sistemas nestas condicbes experimentais,
considerando que este resultado ja foi observado em meio aquoso.®**"
Entretanto, ndo foi constatado a inversdo de configuragdo do alcool
obtido quando os sistemas foram reutilizados, e que a %c foi menor que 5%.
Este resultado mostra que o sistema de protecdo FP/K10/G/S para a
parede celular ainda n&o foi eficiente quando um substrato téxico como a a-
cloroacetofenona foi utilizada em hexano, sugerindo a desativagao das oxi-

redutases.
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5.1.3 Reducdo Enantiosseletiva de Acetofenonas Mediada por Fermento

de Pao

Dando continuidade aos estudos de reducdo de compostos carbonilicos
via biocatalitica, avaliou-se a eficiéncia desta metodologia para a redugéo de
diversas acetofenonas. As estruturas dos compostos estudados estdo

representadas na Figura 22.

<

Acetofenona

0 0 Q
02N/<j/\k Ho/©)l\ HsCO
4-nitroacetofenona 4-hidroxiacetofenona 4-metoxiacetofenona
0 0 0
HO cho:©)l\ HyCO
H3CO H5CO H5CO
OCHs OCHs
3-hidroxi-4,5- 3,4-dimetoxiacetofenona 3,4,5-trimetoxiacetofenona

dimetilacetofenona

Figura 22. Estruturas das acetofenonas.

Os biocatalisadores catalisam reagdes muito especificas. Porém, este
como qualquer outro sera eficiente desde que ndo haja nenhum efeito estérico

ou eletrbnico que impecga que a reagao ocorra.

Trabalhos recentes da literatura mostraram que as desidrogenases que
atuam no FP aceitam uma faixa limitada de cetonas como substratos.'®
Cetonas de cadeias longas, tais como n-propil-n-butilcetonas e diversas fenil

cetonas volumosas n3o sdo bons substratos.’
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Entretanto, neste trabalho foram obtidos resultados bastante
satisfatérios com a a-cloroacetofena. Apds 48 horas de reacdo, obteve-se o
produto com ee de 80% e %c de 45% (item 5.2.2).

A a-cloroacetofenona possui um atomo de cloro préximo ao carbono
carbonilico que foi reduzido. Devido a alta eletronegatividade do cloro, o carater
eletrofilico do carbono carbonilico € maior, e este foi atacado pelo hidreto com

maior facilidade.

As outras acetofenonas submetidas a reagdo de redugdo n&o contém
um grupo retirador de elétrons proximo ao centro reacional e apenas
substituintes doadores e retiradores no anel aromatico. Para estes substratos
nao foi observado a formacédo dos alcoois correspondentes, mesmo apos 30
dias. (Figura 24).

0

OH OH
)k g J\ * :
R

FP/SOe FP/K10/G/S R R/\
20°C - Hexano

R= fenil, 4-nitrofenil, 4-hidroxifenil, 4-metoxifenil, 3-hidroxi-4,5-dimetilfenil,
3,4-dimetoxifenil, 3,4,5-trimetoxifenil

Figura 23. Reacgéao de biotransformacéo de diferentes acetofenonas, utilizando

o FP como biocatalisador.

Para explicar estes resultados deve-se analisar cuidadosamente as
estruturas dos substratos, uma vez que as reacbes foram realizadas nas
mesmas condi¢des da a—cloroacetofenona.

Postula-se que efeitos por impedimento estérico ndo devem ser os mais
importantes, pois a a-cloroacetofenona possui estrutura semelhante as outras
testadas. Portanto, os efeitos eletrénicos deverdo ser os mais efetivos.

Grupos doadores de elétrons (OH, OMe) no anel aromatico devem
diminuir o carater eletrofilico do carbono carbonilico, e portanto dificultar a

reacao de reducdo. Porém, seria esperado que a presenga de um grupo
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fortemente retirador na p-nitroacetofenona pudesse facilitar esta reacdo e
formar o produto de reducdo. Nas condicbes experimentais testadas nao foi

verificada a formacéao do alcool correspondente, mesmo para este substrato.

A Figura 24, mostra o cromatograma para uma aliquota da reagéo de
reducdo da p-nitroacetofenona com o sistema FP/K10/G/S apés 30 dias a
20°C.

iz i
0,040 | |
e |
% |
3 0,020 | ) 5 =
a
=
0,000 | R
| Rea
|
i
0.0100 | , ; | S -
120 ] 150 14.0 =il 220 220
Tempao {mim)

Figura 24. Cromatograma obtido por CG de uma aliquota da reagédo de
reducdo da p-nitroacetofenona com o sistema FP/K10/G/S,
sobreposto com o reagente (padrdo) utilizado para a reagdo. (20°C
e 30 dias)

Conforme mencionado anteriormente, para as outras acetofenonas os
resultados foram semelhantes e nao foi detectada a formag¢ao do produto de
reducao por CG quiral. Estes resultados evidenciam a importancia dos efeitos
eletrbnicos préximos ao carbono carbonilico. Outras metodologias e/ou

condigdes experimentais deverao ser testadas.
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5.2 Influéncia da Adicdo de Sacarose e Trealose nas Recdes de Reducdao

Enantiosseletiva do Acetoacetato de Etila e a-Cloroacetofenona

Até o momento, nenhum estudo sistematico foi realizado para esclarecer
a influéncia da adicdo de agucares em reagdes de redugdo por fermento de
pao (FP) de cetoésteres e a-haloacetofenonas em solventes organicos.

Moran e col. realizaram estudos da influéncia da adi¢cao de carboidratos
em reagdes de redugado de a-haloacetofenonas com FP em agua. Assumiram
que a presenca de sacarideos nas células de FP pode produzir NADH ou
NADPH e consequentemente ter poder de redugdo mesmo sem a necessidade
da adigdo complementar de sacarose. ''°

Os resultados aqui apresentados serdao discutidos separadamente,
analisando a influéncia dos agucares em cada um dos substratos utilizados

com os diferentes sistemas de imobilizacao.

5.2.1 Reducédo do Acetoacetato de Etila por Fermento de Péo (FP)

As reagdes de redugao biocatalitica do acetoacetato de etila foram
acompanhadas com a retirada de aliquotas em intervalos de 24 horas, e em
paralelo foram realizados os ensaios de reutilizacdo. Nestes, o tempo de
reacao foi de 24 horas, e a seguir adicionou-se ao sistema as mesmas
quantidades de solvente e substrato, para avaliar assim sua eficiéncia, (Figura
25).

o 0 OH O
M FP/S, FP/T, FP/K10/G/S, /\/U\
CH; O/\CH3 FP/K10/G/T > CH; O/\CH3
Hexano, 20°C
(S)-(+)-15
ee>99%

Figura 25. Reacgdo de reducdo enantiosseletiva do acetoacetato de etila, com

diferentes sistemas.
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Os resultados de conversao (%c) e excessos enantioméricos (%ee)

(obtidos a partir da razdo das areas entre substrato e produto nos

cromatogramas) para a redugdo do acetoacetato de etila foram os mesmos

para os varios sistemas utilizados. Nestes experimentos, o alcool (S)-(+)-3-

hidroxibutanoato de etila (15) sempre foi obtido com converséo e ee >99%.

Postula-se com estes resultados que a sacarose pode atuar como fonte

de carbono e/ou protegcdo adicional para as células de Saccharomyces

cerevisae. Para todos os sistemas utilizados, apenas um dos picos dos

enantidmeros foi detectado, como mostra a Figura 26.

P M A - Regagerie
M B - Padrdo Racémaco
D400 4 x W C - Produto Biormedug o
.Il
- 0. 0300 4 \ . i
-
= ! T
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= i [y
.'- III Pl
0.0L00 | i1 e
. i ; T ._r h""m;hﬂ-rmw -II' b i b e e
- .
00000
in 4.0 45 %10 5
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Figura 26. Cromatograma obtido por CG de: (A) acetoacetato de etila; (B)

alcool racémico e (C) aliquota da reagédo de redugdo biocatalitica

com o sistema FP/S & 20°C, 24h. (ee=99% e %c=100%)

As condi¢cbes cromatograficas pré-estabelecidas para a separagao dos

enantidmeros e as medidas de rotacéo o6tica ([a]TD) , demonstrados na Tabela

6, indicaram a formacgao do (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila puro, de acordo

com dados da literatura.?®117:121
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Tabela 6. [a]'p para o (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila em cloroférmio.

[0]230 Experimental [OL]ZOD Lit. 12"

+41,8 +43

A reutilizacao dos suportes foi avaliada até quatro vezes. Observou-se
que para todos os sistemas, apds a primeira reutilizagdo, a conversao diminuiu

consideravelmente, como é mostrado na Tabela 7.

Tabela 7. Porcentagem de conversao para reagéo de reducédo do acetoacetato
de etila em (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila, em sucessivas

reutilizagdes.

CONVERSAO (%)
Numero de Reutilizacbes dos Sistemas
Sistemas 0 1 2 3 4
FP/K10/G/S 100 60 37 22 19
FP/K10/G/T 100 63 40 25 20
FP/S 100 65 26 7 2
FP/T 100 49 58 8 0

* Para todos os sistemas utilizados, e independente do nimero de reutilizagdes, os ee foram sempre
>99%.

Quando se analisam os resultados da Tabela 7, pode-se constatar que o
papel principal da sacarose é como agente protetor da parede celular do
microorganismo exatamente da mesma forma que a trealose, ndo ocorrendo
valores discrepantes de %c nos resultados obtidos. No entanto, observa-se
que independente do acucar e/ou método de imobilizagdo, ocorreu uma

diminuicdo na conversao do acetoacetato de etila ao correspondente (S)-(+)-
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alcool, apds a primeira reutilizacdo. E evidente que a imobilizagdo do fermento
de pao em K-10, revestido com gelatina, resultou em uma maior estabilidade
do biocatalisador, refletida nos valores de conversdao. Apos a imobilizacdo
também houve uma maior protecdo das células da toxicidade do solvente

organico.

5.2.2 Reducéo da a-Cloroacetofenona por Fermento de P&o (FP)

As reagdes de redugao da a-cloroacetofenona foram também realizadas

com o fermento de p&o imobilizado nos diversos sistemas (Figura 27).

O OH
FP/S, FP/T, FP/K10/G/S, Cl
FP/K10/GIT
Hexano, 20 0C
(R)-(-)-16

Figura 27. Reacgéao de reducao enantiosseletiva da a-cloroacetofenona.

As reagdes de reducido foram acompanhadas por retiradas de aliquotas
em intervalos de 24 h. Observa-se que para esta reacao o sistema FP/K10/G/T
foi eficiente para a protecdo do FP, sendo que os produtos foram obtidos com
altos valores de ee (>99%). No entanto, com este sistema foram obtidos baixos

valores de %c (<10%), mesmo apés 192 horas de reagao.

Com o sistema de FP/T os resultados foram mais satisfatorios para a
reducdo da a-cloroacetofenona. Apds 48 horas de reagao, obteve-se o produto
com ee de 80% e %c de 45%, (Figura 28).
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Figura 28. Cromatograma obtido por CG para a aliquota da reagao de redugao
da a—cloroacetofenona (A) com o sistema FP/T & 20°C e 48h. O

produto (C) da biotransformagao esta sobreposto com o padrao

racémico (B). (ee=80% e %c=45%)

Os valores de ee e %c variaram dependendo das condicboes
experimentais e do sistema de protecdo das células de FP como mostra a

Figura 29.
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Figura 29. Variacdo da conversao, (%c) (A) e do ee, (%ee) (B) em funcéo do
tempo para a reacdo de reducdao da a-cloroacetofenona em

diferentes sistemas, a 20°C.

Utilizando o sistema FP/K10/G/T as porcentagens de conversao foram
menores que para o sistema FP/K10/G/S, mas os valores de %ee sempre
foram maiores que 99%, levando a formagdo do produto com alta pureza
optica. No entanto, a conversao foi baixa para os dois sistemas FP/K10/G/S e
FP/K10/G/T, provavelmente devido a dificuldade da difusdo. As células mais
protegidas apds imobilizagao, dificultam a entrada deste substrato e saida do
produto, diferentemente da biorredugdo com acetoacetato de etila, onde os
sistemas protegidos apresentam valores altos de %c. Porém, esta protecéo é
muito importante para a célula, pois aumenta a sua estabilidade em meio

organico, e a enantiosseletividade € maior.

O efeito de protecédo da trealose no sistema catalitico é evidenciado
pelos resultados apresentados com o sistema FP/T, sendo que a maior
conversao em (R)-(-)-2-cloro-1-feniletanol foi de 45% e ee de 80%, apds 48h

de reacao.
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Sabe-se que as células de Saccharomyces cerevisiae contém varias
enzimas oxi-redutases que podem atuar na reducédo de cetonas. Nakamura e
col. isolaram algumas e testaram em reacdes de redugdo de cetonas

adicionando o cofator NADH. %

Uma das possibilidades para obter baixo valor de ee € a presenga de
redutases pro-R e pro-S, reduzindo o substrato ao mesmo tempo. Nesse caso,
o efeito da concentracdo do substrato sobre a estereoseletividade podera ser
observado quando enzimas pro-R e pro-S apresentarem valores diferentes das
constantes de Michaelis (Ky). A enantiosseletividade pode ser aumentada em
baixa concentracdo do substrato, quando o Ky da enzima provavelmente é

menor que as outras.'®

Portanto, considerando a maior dificuldade de difusdo com os sistemas
FP/K10/G/S e FP/K10/G/T, é prevista uma baixa concentracdo do substrato em
contato com as enzimas redutoras, favorecendo as pro-R e formando o produto

com altos valores de ee.
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5.3 Resolucédo Biocatalitica dos Produtos das Reacdes de Baylis-Hillman

As lipases sdo catalisadores que podem ser utilizados para a resolugéo
estereosseletiva de alcoois quirais sintéticos ou semi-sintéticos. Elas aceitam
uma ampla faixa de substratos, os quais sao geralmente convertidos com alta
enantiosseletividade. Estas enzimas também apresentam alta estabilidade em

solventes n3o aquosos.®

Os compostos 10-12 foram submetidos a resolucdo pela reacdo de
transesterificacdo enzimatica com acetato de vinila e/ou propenila, via lipase de
Pseudomonas sp livre ou imobilizada em PEO, silica gel ou K10, Figura 10,
(p.28).

Os compostos 10-12 foram preparados conforme descrito na parte
experimental, (item 4.1.2 e Figura 17, p.41 e 42).

Os excessos enantioméricos (ee) foram determinados pela razado das
areas dos picos obtidos em cromatografia gasosa utilizando uma coluna quiral.

A razao enantiomérica (E) foi determinada a partir das Eq. 1, 2 e 3, (p.16).

Testes preliminares foram realizados sob diferentes condigcbes
reacionais (variagdo do solvente, reagente acilante e dos suportes para
imobilizagdo da PS), para verificar a melhor metodologia para estas reagoes.

A Tabela 8, mostra os valores de excessos enantioméricos obtidos para

a resolucao dos a-metileno-p-hidroxiésteres.
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Tabela 8. Testes preliminares para as resolugdes biocataliticas dos compostos
10,11 e 12.

! | L
PSllivre ou P:
R/\l/kocm CFIG0,CHECH, 01 CH,G0,CCHI=Ch, R | OCH; + R l OCHj3

CH, CH, CH,
10R = CHs 13-(RK(+) (R = CH) 10:S)()
11 R=CH3(CHz) 14-R)-(+) (R = CH(CH)y) 11-(S)}()
12 R = naft-2-il
] Tempo(h)
Substratos Reagentes
Biocat./Suporte Solventes Acilantes eesz:t%) e:?%) e(:i/o) oo (%?68 e
10-PS/livre© Hexano Acetato de 52 77 87 91 48
vinila
CH3;CN Acetato de 1 3 3 20 0.5
vinila
Hexano Acetato de 17 27 40 90 40
isopropenila

10-PS/PEQ® Hexano Acetato de 57 90 99 99 50

vinila

10-PS/silica® Hexano Acetato de 0 0 0 0 0
vinila

10-PS/K10° Hexano Acetato de 0 0 0 0 0
vinila

11-PS/livre® Hexano Acetato de 1 5 8 14 12
vinila

12-PS/livre© Hexano Acetato de 0 0 0 0 0
vinila

Hexano Acetato de 0 0 0 0 0

isopropenila

a)Determinado por CG quiral. b) Determinada por RMN 'H. c) PS = 500 mg; 10 = 7.8 mmol. (d)
Preparado pela dissolugdo do PEO (500 mg) e PS (100 mg) em agua (25 mL), com posterior
evaporagao do solvente; 10, 11, 12 = 1.4 mmol. €) PS = 10 mg/mL e silica ou K10 =500 mg, 10 =14
mmol. Temperatura para todas as reagdes: 35°C.

Os resultados obtidos para os substratos 10-12, podem ser discutidos
em termos da estrutura do substrato, tempo de reacdo, agente acilante e
efeitos do solvente.
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Pode-se verificar pela Tabela 8 que excelentes resultados foram obtidos
para a resolugdo do alcool alilico 10 com acetato de vinila, empregando os
sistemas PS/livre e PS/PEO, em hexano como solvente. Resultados mais

detalhados para estes sistemas serao apresentados posteriormente.

A utilizacdo do sistema PS/PEO é bastante promissora, sendo que
obteve-se o acetato puro 13-(R)-(+) e o alcool 10-(S)-(-) com altos ee e %c
(Tabela 8).

Entretanto, com a PS/livre o derivado n-propil 11 formou o acetilado 14-
(R)-(+) com baixa %c e ee. O derivado naftil 12 n&o foi reativo sob condi¢cdes

de reacao semelhantes.

Estes resultados claramente mostram que o tamanho do grupo R
influencia fortemente na resolugao quando € utilizado a lipase de PS como

biocatalisador.

Sera verificado que a resolugdo do composto 11 podera ser aumentada

utilizado-se o sistema PS/PEO.

Pleiss e col.*?

estudaram a anatomia dos sitios cataliticos de algumas
lipases. Para as lipases de Pseudomonas postulou-se que o sitio catalitico

assemelha-se a um “funil”, e é importante para ligagdes hidrofébicas.

Estes resultados ajudam a explicar a especificidade das lipases e
esterases pelos substratos. Estes modelos de sitios cataliticos, também
apoiam que para uma dada reacdo, uma lipase apropriada devera ser

selecionada.®?

Assim, para os substratos estudados neste trabalho foi verificada a
importancia de efeitos estruturais nas reacdes biocatalisadas pela PS. Os
substratos 10 e 11, que apresentam em suas estruturas os grupos R metilas e
iso-propila foram adequados; enquanto que o 12 que tem o grupo 2-naftil ndo

reagiu nas mesmas condigdes experimentais.
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Os agentes acilantes empregados foram eficientes. Porém, quando foi
utilizado o acetato de vinila, observou que a pureza enantiomérica do produto
foi maior. Com este resultado postulou-se que o acetato de vinila foi mais
seletivo para este substrato, por apresentar um menor efeito estérico frente ao

acetato de isopropenila.

Devido a dificuldade de solubilizagcdo dos substratos em solventes
apolares, analisou-se o efeito da acetonitra na resolu¢édo do composto 10 e nas
mesmas condigdes reacionais, (Tabela 8). Os valores de ee %c foram
inferiores quando comparados com hexano como solvente. Este resultado é
concordante com dados da literatura que mostram que os solventes mais
adequados para a biocatalise sao aqueles que apresentam IongZ,O.124 Sabe-
se também que nem sempre € observado uma correlagcdo entre a
hidrofobicidade e/ou propriedades fisico quimicas do solvente com a
enantiosseletividade.*

Quando foram utilizados silica e K10 como suportes para imobilizar a PS
nao foi verificada a formacao do produto.

Os sistemas PS/livre e PS/PEO foram testados até duas reutilizacoes, e
apresentaram a mesma enantiosseletividade (ee>99%) para obtengdo do
alcool 10-(S)-(-).

Apos estes testes, os sistemas foram armazenados por 30 dias a baixa
temperatura (~10°C). Apos este tempo, os mesmos foram submetidos a uma
nova reagao com o substrato 10. Com o sistema PS/Livre, o isbmero S do
alcool 10-(S)-(-) foi obtido com ee de 65%. Com o sistema PS/PEO, e nestas
mesmas condigdes de estocagem, o produto foi obtido com ee>99%. Este foi
um otimo resultado quando comparado com a enzima nao imobilizada, e

salienta a importancia da imobilizacao.

A Figura 30 mostra um cromatograma obtido na resolu¢do do composto
10, onde se pode observar a eficiéncia da coluna quiral na separagao dos
isdmeros dos padrdes racémicos (alcool e acetato) e do produto obtido, que

mostra a predominancia de apenas um dos enantidmeros.
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Figura 30. Cromatograma para uma aliquota da reagao do (R,S)-3-hidroxi-2-
metilenobutanoato de metila (10) com acetato de vinila, catalisada
por PS/PEQ (35°C, 72 horas, ee=99%).

A partir destes resultados preliminares, outras condicdes experimentais
foram avaliadas para a resolucdo dos substratos 10 e 11, utilizando o acetato

de vinila como agente acilante e hexano como solvente.

Os resultados obtidos na resolucdo do (R,S)-3-hidroxi-2-
metilenobutanoato de metila (10) e (R,S)-3-hidroxi-2-metilenohexanoato de
metila (11), e os valores de excesso enantiomérico do substrato (ees), excesso
enantiomeérico do produto (eep), porcentagem de conversdo (%c) e razéo

enantiomérica (E) obtidos na resolugao séo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Resolugao biocatalitica de compostos 10 e 11 com a lipase de

Pseudomonas sp livre e imobilizada, em PEO.

Entradas  Substratos PS/Suporte Tempo  ee ee, Conversao® E°
(mmol) (mg de PS) (h) (%) (%) (%)
1 10(7,8) PS/Livre (500) 24 52 99 34 335
2 48 77 99 44 466
3 96 90 99 47 617
4 168 91 99 48 637
5 10(1,4) PS/PEO (50) 24 23 99 19 249
6 48 38 99 28 289
7 96 65 99 40 391
8 168 81 99 45 500
9 10(1,4) PS/PEO (75) 24 41 99 29 298
10 48 72 99 42 431
11 96 80 99 45 491
12 168 83 99 46 520
13 10(1,4) PS/PEO (100) 24 57 99 37 354
14 48 90 99 48 617
15 96 99 99 50 1057
16 168 99 99 50 1057
17 11(7,8) PS/Livre (500) 24 1 99 1 200
18 48 5 99 5 209
19 96 10 99 219
20 168 14 99 12 228
21 11(1,4) PS/PEO (100) 24 29 99 23 264
22 48 40 99 29 295
23 96 54 99 35 342
24 168 56 99 36 350

Solvente: hexano, 35°C. Agente acilante: acetato de vinila. a) determinado por CG-quiral. B) determinado
por 'H-RMN. C) determinado pelas equagdes 2 e 3 p. 25.

Os dados da Tabela 9, mostram que foram obtidos bons resultados de

razao enantiomérica (E=200-1057) e conversao na resolugdo dos alcoois

alilicos 10 e 11.
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O reconhecimento molecular da lipase PS, para estes substratos foi
extremamente alto.

Resultados semelhantes foram obtidos na resolugdo de mandelato de
metila (E> 200)*°, 3-aril-2-metilpropanol-2 (E>100)** e o (*)-5-bromo-12-oxa-

.16,9.02,7.02,10

pentaciclo-[6.2.1 ]-dodeceno-4-endol-3 and  (*)-5-bromo-13-oxa-

16,9.02,7.02,10

pentaciclo-[6.2.2. ]-trideceno-4-endol-3.%°

Com os sistemas PS/livre e PS/PEO obtiveram-se os melhores
resultados de biotransformacgao para o substrato (10). Verificou-se que para o
substrato 10 a quantidade de enzima necessaria para obter bons valores de ee
e %c, quando imobilizada em PEO é de 100mg. Observou-se também, que
com esta quantidade de enzima, houve uma diminuicdo no tempo de
conversao da reagdo em comparagao outras quantidades menores de PS ou

quando utilizou-se a PS/livre (500 mg).

Outro parametro interessante a ser analisado, na resolu¢ao do substrato
10 com PS/PEO (100 mg) € que nao foi observado a racemizagdo do
enantidbmero. Para aliquotas analisadas apés 96 e 168 horas, o produto foi

obtido com 50% de converséo e ee,>99%.

Em geral com relagdo ao tempo, foi observado que independente da
estrutura do substrato e quantidade de biocatalisador , apos 96h de reagao o
produto foi obtido com bom ee (>99%), razdo enantiomérica (E=200-1100) e
conversao. Acima de 168h, a conversdao em produto aumentou mas o ee do
enantiomero nao reativo diminuiu significativamente. Por exemplo, para o
substrato 10 apds 288h a conversdo em produto foi de 60% e o ees 54,8%.
Este resultado pode ser analisado considerando que o enantibmero menos

reativo do alcool esta sendo racemizado ao mais reativo.

Observou-se um aumento da estereosseletividade e de conversao
quando utiliza-se a PS imobilizada em PEO tanto para o substrato 10 como

para o 11, independente da quantidade de PS. Ficou evidente que o PEO,
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como suporte polimérico para imobilizar a PS aumentou a atividade da enzima
e que este sistema € muito mais conveniente e eficiente para resolugdes

enantiosseletivas do que a correspondente enzima na forma livre.

Estes resultados sdo concordantes com os obtidos por Queiroz e col.*

na resolugéo do (R,S) mandelato de metila com a PS imobilizada em PEO. Foi
observado uma melhora significativa nos valores de ee, %c e E, comparados

com a mesma lipase imobilizada em gel de agar ou na forma livre.

Deve-se considerar a dependéncia da atividade da enzima com as
possiveis interagdes com o suporte, além da difusdo dos reagentes e produtos.
O gel de agar, com um alto conteudo de agua, deve dificultar a difusdo quando
comparado com o filme de PEO. Recentemente foi relatado, que neste suporte

a enzima fica adsorvida na superficie.>®%°

Estudos realizados da estabilidade da lipase PS imobilizada com PEO
analisados por calorimetria de varredura diferencial (DSC), comprovaram que

interacdo enzima-polimero aumentou a estabilidade.>®

Os resultados obtidos neste trabalho, salientam ainda mais a eficiéncia e
a importancia da imobilizagdo de biocatalisadores para aplicagdes sintéticas,

em meio organico.

Os substratos (R)-3-hidroxi-2-metilenobutanoato de metila (10) e (R)-3-
hidroxi-2-metilenohexanoato de metila (11), e os respectivos acetatos
enantiomericamente puros poderdao ser empregados na sintese de feroménios
de interesse, tanto académico como industrial. At¢é o0 momento ndo existe na
literatura uma aplicagdo especifica para estes compostos. Um dos fatores

talvez tenha sido, justamente a dificuldade de obté-los oticamente puros.
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6 CONCLUSOES

Quanto a avaliagdo do melhor sistema de protecdo para células de
Saccharomyces cerevisiae e a utilizagcdo para obtengdo de compostos

oticamente ativos, pode-se concluir que:

v Através dos testes preliminares estipulou-se que o valor maximo de agua
que pode ser adicionada ao meio reacional para preservar a area superficial
do sistema de ser diminuida por aglutinagédo é de 0,8 mL/g FP, e que o

melhor solvente para ser utilizado na reagao € o hexano.

v O (S)-(+)-3-hidroxi-butanoato de etila (15) foi o Unico produto formado na
reacao de reducdo do acetoacetato de etila (reagcdo modelo) em todos os
sistemas utilizados. Para os sistemas FP/K10/G e FP/K10, os rendimentos

foram de 73,1% e 61,7%, respectivamente.

v Verificou-se que uma parte do produto da reagao ficou retido nos suportes.
A lavagem com hexano (3x 30,0 mL) retirou o produto remanescente e

garantiu a preservagao das células para os estudos de reutilizagées.

v' O produto 15-(S)-(+) foi obtido com 100% de conversdao quando foram
utilizados os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/S a 20 e 30°C.

v' O sistema FP/K10/G/S foi o melhor para a protecdo das células na reacao
modelo a 20°C. O FP manteve-se com alta atividade até a quarta
reutilizacao (ee >99%, %c = 19%).

v' Com este sistema, houve o aparecimento de um menor numero de

subprodutos, apds 48 h de contato entre o reagente e suporte.

v' A temperatura mais adequada para evitar desativacdo das células foi de
20°C.

v" A metodologia estudada para a protecdo das células de Saccharomyces
cerevisiae do meio reacional, mostrou-se também bastante eficiente na
obtencao de produtos enantiomericamente enriquecidos como o (R)-(-)-2-
cloro-1-feniletanol (16) (ee=73-79% para FP/K10/G/S e ee=55-60% para
FP/S, 24h até 72 h de reagéo, a 20 e30°C).
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v' A Saccharomyces cerevisiae nao foi eficiente quando utilizada como
biorredutor de acetofenonas que nao possuiam grupos ativantes préoximos a

carbonila, e os produtos de reducdo desejados ndo foram obtidos.

Quanto a influéncia da adicdo de sacarose e trealose nas reacgbes de

reducao enantiosseletiva, conclui-se que:

v" Obteve-se o alcool (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila (15) sempre com %c
de 100% e ee >99%, com todos os sistemas estudados, e apenas um dos
enantidmeros foi detectado por CG-quiral.

v' Os sistemas FP/K10/G/S e FP/K10/G/T, foram os mais estaveis em meio
organico. O produto 15-(S)-(+) foi obtido com valores de %c de 19 e 20%

respectivamente até a quarta reutilizagao.

v' Para a reducdo do acetoacetato de etila, pode-se constatar que o papel
principal da sacarose € como agente protetor da parede celular do
microorganismo, de maneira similar a agua e a trealose, ndo apresentando

valores discrepantes nos resultados obtidos.

v' Para redugédo da a-cloroacetofenona com o sistema FP/K10/G/S as %c
foram superiores, mas os valores de %ee inferiores quando comparado ao
sistema FP/K10/G/T que foram sempre maiores que 99%. Estes resultados
mostram a influéncia do fendmeno de difusdo, para o reagente e produto,
em contraste com os resultados da biorreducao com acetoacetato de etila,
onde os sistemas protegidos tinham valore altos de %_c.

v' O 16-(R)-(-) foi obtido com ee de 80% e %c de 45%, utilizando o sistema
FP/T em 48 h de reagéo, a 20 °C. Mesmo com apenas a protecdo da
trealose a enantiosseletividade do sistema nao ficou completamente

comprometida
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Utilizando a lipase de Pseudomonas cepacia (PS) livre e/ou imobilizada
para resolugcao biocatalitica dos produtos das reagbes de Baylis-Hillman,

conclui-se que:

v Nos testes preliminares, os melhores sistemas para a resolucdo do
composto 10 via transterificagdo com acetato de vinila, foram PS/livre (ee =
91% e %c = 48) e PS/PEO (ee = 99% e %c = 50%), e hexano em 168 h de

reacao, Apos este periodo os valores mantiveram-se constantes.

v' Os sistemas PS/livre e PS/PEO foram reutilizados duas vezes, para a
resolucdo do composto 10, apresentando a mesma enantiosseletividade

anterior.

v Apds o armazenamento por 30 dias da PS/livre e PS/PEO, ja utilizados,

obteve-se o alcool 10-(S)-(-) com ee de 65% e 99% respectivamente.

v" O derivado 12 nao reagiu, mostrando a influéncia do tamanho do grupo R

na resolugao com a lipase PS.

v Para o substrato 10 obteve-se os maiores valores de ee, (99%) e %c (50%)
quando 100 mg de enzima foi imobilizada em PEO. A partir de 96 h de

reacao nao foi observado racemizagao do enantibmero.

v" Os valores de E foram sempre >200. Este resultado excelente indicou que o
reconhecimento molecular da lipase PS, para o substrato (R/S)-3-hidroxi-2-
metilenobutanoato de metila nas reacbes de transesterificacdo foi

extremamente alto.

v' Para o substrato 11 verificou-se um aumento significativo da %c quando a
enzima foi imobilizada em PEO, constatando-se o aumento da atividade da

PS apés a imobilizagao em PEO.

v' As vantagens mais importantes adquiridas apds a imobilizagdo da enzima
foram: o aumento da estabilidade térmica, a possibilidade de reutilizagcao
com alta atividade, a facilidade de separagdao do meio reacional e o

aumento da estabilidade na presenga de solvente organico.

v A resolugdo enzimatica de a-metileno-B-hidroxiesteres, apresentados neste

trabalho, € um método simples, brando e economicamente importante. A
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enzima pbéde ser reutilizada sem a perda de suas propriedades
enantiosseletivas.

Os métodos empregados neste trabalho sédo suficientemente satisfatérios
para serem utilizados em reagdes de reducdo enantiosseletivas e para uma

aplicacao efetiva em laboratérios de quimica organica.
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7. PERSPECTIVAS

v' Estudar o efeito da concentracdo do acetato de etila com os sistemas de

biorreducgao.

v' Avaliar o crescimento das células de Saccharomyces cerevisiae em
ambientes “ricos” em lactato e isolar estas células por liofilizagdo para a
futura utilizacdo em reagdes de biorredugdes. (Trabalho realizado em
colaboracdo com o Prof. Dr. Boris U. Stambuk do Departamento de
Bioquimica da UFSC.)

v" Realizar estudos de reducdes da C=C, dos compostos obtidos pela reacao
de Baylis-Hillman via Saccharomyces cerevisiae, para a obtengdo de mais

um centro quiral.

v' Realizar a resolugdo de outros derivados de produtos de Baylis-Hillman
para comprovar a influéncia da estrutura do substrato nos seus
rendimentos. Parametros experimentais tais como o uso de lipases de
diversas procedéncias, solventes organicos, temperatura e suportes

deverao ser cuidadosamente avaliados nestas reacgoes.

84



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. REFERENCIAS BIBLOGRAFICAS

. BON, ELBA P. S.; PEREIRA JR., NEI. Tecnologia enzimatica. Rio de
Janeiro: Fundagao Biblioteca Nacional, 1999, p. 113.

. SANTANIELLO, E.; FERRABOSCHI, P; GRISENTI, P.; MANZOCCHI, A;;
The biocatalytic approach to the preparation of enantiomerically pure
chiral building blocks. Chem. Rev. v. 92, n. 5, p. 1071-1140, 1992.

. ROBERTS, S. M.; TURNER, N. J.; WILLETTS, J.; TURNER, M. K.
Introduction to biocatalysis using enzymes and micro-organisms.
New York: Cambridge University Press,1995.

. HUDLICKY, T.; GONZALEZ, D.; GIBSON, D. T. Enzymatic dihydroxylation
of aromatics in enantioselective synthesis: expanding asymmetric
methodology. Aldrichimica Acta. v. 32, n. 2, p. 35-62, 1999.

. DURAN, N.; CONTI, R. DE; RODRIGUES, J. A. R. Biotransformatios by
microorganisms, organisms and enzymes: state of art. Bol. Soc. Chil.
Quim 2000. v. 45, p. 109-121, 2000.

. STEWART, J. D. Organic transformations catalyzed by engineered yeast
cells and related systems. Curr. Opin. Biotech. v. 11, n. 3, p. 344-348,
2000.

. ROBERTS, S. M. Using microorganisms in synthetic organic chemistry. J.
Chem. Ed. v. 77, n. 3, p. 363-368, 2000.

. ROTTHAUS, D. K.; DEMUTH, M.; SCAFFNER, K. Reductions of keto esters
with baker’s yeast in organic solvents - a comparison with the results in
water. Tetrahedron. v. 53, n. 3, p. 935-938, 1997.

. CERNIA, E.; PALOCCI, C.; SORO, S. The role of the reaction medium in
lipase-catalyzed esterifications and transesterefications. Chem. Phys.
Lipids. v. 93, p. 157-168, 1998.

10. DE VOS, D. E.; VANKELECOM, I. F. J.; JACOBS, P. A.; Chiral Catalyst

Immobilization and Recycling. Federal Republic of Germany: Wiley-
VCH, 2000, p. 97.

11. FABER, K. Biotransformations in Organic Chemistry. Berlin: Springer-

Verlag; 1997.

85



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

KOELLER, K. M.; WONG, C.; Enzymes for chemical synthesis. Nature, v.
409, n. 6817, p. 232-240, 2001.

MURAKAMI, Y.; Development of novel enzymic materials functioning in
organic solvents and application to bioprocess involving extraction and
separation. Bunri Gijutsu. v. 31, n. 2, p. 106-107, 2001.

LOUGHLIN, W. A.; Biotransformations in organic synthesis. Bior. Technol.
v. 74, p. 49-62, 2000.

KLIBANOV, A. M.; Improving enzymes by using them in organic solvents.
Nature. v. 409, p. 241-246, 2001

FABER, K.; PATEL, R.; Chemical biotechnology: A happy marriage
between chemistry and biotechnology: asymmetric synthesis via green
chemistry. Curr. Opin. Biotechnol. v. 11, n. 6, p. 517-519, 2000.

CARREA, G.; RIVA, S.; Properties and synthetic applications of enzymes in
organic solvents. Angew. Chem., Int. Ed. Engl. v. 39, n. 13, p. 2226-
2254, 2000.

ROBERTS, S. M; Biocatalysts for fine chemicals synthesis; John Wiley
& Sons Ltd; England; 1999.

FERNADEZ-LAFUENTE, R.; ARMISEN, P. et al. Immobilization of lipases
by selective adsorption on hydrophobic supports. Chem. Phys. Lipids.
v. 93, p. 185-197, 1998.

NARVATIL, M.; STURDIK, E. Bioactive components in productions using
immobilized biosystems. Biologia. v. 54, p.635-648, 1999.

SLUIS, C.V der.; MULDER, A. N. T.; GROLLE, K. C. F.; ENGBERS, G. H.
M.; SCHRE, E. G.; TRAMPER, J.; WIJFFELS, R. H. Immobilized soy-
sauce yeasts: development and characterization of a new polyethylene-
oxide support. J. Biotechnol. v. 80, p. 179-188, 2000.

CHARUSHEEA, A.; ARVIND, L. Enzyme catalyzed hydrolysis of esters
using reversibly soluble polymer conjugated lipases. Enzy. Microb.
Technol. v. 30, p. 19-25, 2002.

CASTRO, H. F.; ANDERSON, W. A. Fine chemicals by biotransformations
using lipases. Quimica Nova, v. 18, n. 6, p. 544-554, 1995.

86



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

CASTILO, E.; DOSSAT, V.; MARTY, A.; CONDORET, J. S.; COMBES, D.
The role of silica in lipase-catalyzed esterification reactions of high-polar
substrates. J. Org. Chem. v. 74, n. 2, p. 77-85, 1997.

REETZ, M. T.; JAEGER, Karl-Erich. Overexpression, immobilization and
biotechnological application of Pseudomonas lipases. Chem. Phys.
Lipids. v. 93, p. 3-14, 1998.

ROBERTS, S. M. Preparative biotransformations. J. Chem. Soc., Perkin
Trans. 1. p. 1-21, 1999.

Disponivel em: http://www.esb.ucp.pt/~bungah/immob/immob.htm.

Acessada em 22 novembro 2002.

KLIBANOV; A. M. Immobilized enzymes and cells as practical catalysts.
Science. V. 219, p.727, 1983.

MORRISSO, F. D. P.; COSTA, V. E. U. Kinetic resolution of (*)-5-bromo-12-

1%9.027.0*"%-dodeca-4-ene-3-endo-ol and (*)-5-

oxa-pentacyclo-[6.2.1
bromo-13-oxa-pentacyclo-[6.2.2.1%°.0%7.0%"-trideca-4-ene-3-endo-ol
via  Pseudomonas-mediated lipase-catalyzed transesterification.
Tetrahedron: Asymmetr. v. 12, p. 2641-2647, 2001.

IZUMI, Y.; URABE, K.; ONAKA, M.; Zeolite, Clay, and Heteropoly Acid in
Organic Reactions. Tokyo (Japan): Kodansha Ltd., 1992. 49-50p.

Disponivel em: http://www.origins.rpi.edu/claycatalyzed.html. Acessada em:
31 agosto 2002.

BALOGH, M.; LASZLO, P. Organic Chemistry Using Clays. Berlin

Heidelberg New York: Springer-Verlag., 1993. 1-2p.

Disponivel em: http://www.curezone.com. Acessada em: 07 janeiro 2003.

Disponivel em: http://mineral.galleries.com/minerals/silicate/clays.htm.

Acessada em: 07 janeiro 2003.

SORRILHA, A. E. P. M.; MARQUES, M.; JOEKES, I|.; MORAN, P. J. S;
RODRIGUES, J. A. R. Reduction of phenylketones by immobilized
baker's yeast. Biorg. Med. Chem. Lett. v. 2, n. 2, p. 191-196, 1992.

MANCILHA, M.; CONTI, R.;; MORAN, P. J. S.; RODRIGUES, J. A. R.
Bioreduction of a-methyleneketones. Issue in Honor of Professor
Rudy Abramovitch Biocatalysis. ARKIVOC 2001 (vi).

87



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

37

38

39

40.

41

42

43

44

45

46

47

.NETO, P. R. C.; MAZZUCO, L. M., NASCIMENTO, M. G., Biotransformacao
de dleos e gorduras. Biotecnologia & Ciéncia e Desenvolvimento, v.

19, p. 28-31, 2001.

. CRESPO, J. S. Imobilizagcdo de lipases em materiais poliméricos.

Florianopolis, 1999, 79f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) -

Universidade Federal de Santa Catarina, UFSC.

. QUEIROZ, N.; NASCIMENTO, M. G. Pseudomonas sp. lipase immobilized
in polymers versus the use of free enzyme in the resolution of (R,S)-
methyl mandelate. Tetrahedron Lett. v. 43, p. 5225-5227, 2002.

BRADY, K.; SIMOM, L. M.; SZAJANI, B. Lipase immobilized on a

hydrophobic, microporous support for the hydrolysis of fats. J. Am.

Chem. Soc. v. 65, p. 917-921, 1988.

. ANTHONSEN, Henrik, W.; HOFF, B. H.; ANTHONSEN, Thorleif. A simple

method for calculating enantiomer ratio and equilibrium constants in

biocatalytic resolutions. Tetrahedron: Asymmetr. v. 6, n. 12, p. 3015-

3022, 1995.

. CHEN, C-S.; FUJIMOTO, Y.; GIRDAUKAS, G.; SIR, C. J. Quantitative

analyses of biochemical kinetic resolutions of enantiomers. J. Am.

Chem. Soc. v. 104, p. 7294-7299, 1982.

. AITKEN, R. A.; KILENYI, S. N. Asymmetric Synthesis. London: Blackie

Academic & Professional, 1992. p. 1-63.

. COSTA, V. E. U.; AMORIM, H. L. N. O emprego de lipases como agentes

de resolugéo cinética de enantidmeros em sintese organica: aspectos

gerais sobre a influéncia do solvente. Quimica Nova, v. 22, n. 6, p. 863-

873, 1999.

. MORRISON, R. T.; BOYD, R. N. Quimica Organica.
Fundacao Calouste Gulbenkian, 1994. p. 166-167.

11 ed. Lisboa:

. PARKER, D. NMR Determination of enantiomeric purity. Chem. Ver. v. 91,

n. 7, p. 1441-1457, 1991.

. SOLOMONS, T. W. G. Organic Chemistry. 5 ed. New York: John Wiley

& Sons, 1992. 186-187 p.

88



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

A guide to using cyclodextrin bonded phases for chiral separations by
capillary gas chromatography. Chiraldex Handbook. Advanced
Separation Technologies Inc. 5™ Ed., USA, 1996 -1997.

MACHIDA, Y.; NISHI, H.; NAKAMURA, K.; NAKAI, H.; SATO, T.
Enantiomer separation of amino compounds by a novel chiral stationary
phase derived from crown ether. J. chrom. A. v. 805, p. 85-92, 1998.

SCHMID, R. D.; VERGER, R. Lipases: interfacial enzymes with attractive
applications. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. v. 37, p. 1608-1633, 1998.

KIRBY, A. J. Enzyme mechanisms, models and mimics. Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. v. 35, p. 707-724, 1996.

PLEISS, J.; FISCHER, M.; SCHMID, R. D. Anatomy of lipase binding sites:
the scissile fatty acid binding site. Chem. Phys. Lipids. v. 93, p. 67-80,
1998.

Disponivel em: www.expasy.ch/spdbv/text/getpc.htm. Acessada em: 10
dezembro 2002.

NORDIN, O.; NGUYEN, Ba-Vu; VORDE, C.; HEDENDTROM, E;
HOGBERG, Hans-Erik. Kinetic resolution of primary 2-methyl-substituted

alcohols via Pseudomonas cepacia lipase-catalyzed enantioselective
acylation. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1. p. 367-376, 2000.

SCOTT, J. D.; WILLIAMS, R. M. Synthetic studies on tetrazomine: lipase
PS resolution of racemic cis-p-hydroxypipecolic acid. Tetrahedron Lett.
v. 41, p. 8413-8416, 2000.

BANWELL, M. G.; JOLLIFFE, K. A.; LOONG, D. T. J.; MCRAE, K. J;
VOUNATSOS, F. A chemoenzymatic synthesis of the 12-membered
macrolide (-)-cladospolide A. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1. p. 22-25,
2002.

BERGLUND, P. Controlling lipase enantioselectivity for organic synthesis.
Biomol. Eng. v. 18, p. 13-22, 2001.

TSAI, S. W.; CHENG, I|. C.; HUANG, C. M. Effects of hydrolysis and
esterification side-reactions on the kinetic resolution of enzyme-catalyzed
irreversible transesterification in organic solvents. Chem. Eng. Sci. v. 55,
p. 4571-4582, 2000.

89



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

59

60.

61

62

63

64

65.

66

67

. CARREA, G.; OTTOLINA, G.; RIVA, S. Role of solvents in the control of
enzyme selectivity in organic media. Tibtech. v. 13, p. 63-70, 1995.

CHEN, C.S.; SIH, C. J. General

aspects and optimization of

enantioselective biocatalysis in organic solvents: the use of lipases.

Angew. Chem. Int. Ed. Engl. v. 28, p. 695-707, 1989.

. GUIEYSSE, D.; SALAGNAD, C.; MONSAN, P.; REMAUD-SIMEON, M.

Resolution of 2-bromo-o-tolyl-carboxylic acid by transesterification using

lipases from Rhizomucor miehei

Tetrahedron: Asymmetr. v. 12, p. 2473-2480, 2001.

and Pseudomonas cepacia.

. PCHELK, B.K.; LOUPY, A.,; PLENKIEWICZ, J.; PETIT, A,; BLANCO, L.

Resolution of racemic 3-aryloxy-1-nitrooxypropan-2-ols by lipase-

catalyzed enantioselective acetylation. Tetrahedron: Asymmetr. v. 12,

p. 2109-2119, 2001.

. MIYAZAWA, T.; YUKAWA, T.; KOSHIBA, T.; SAKAMOTO, H.; UEJI, S,
YANAGIHARA, R.; YAMADA, T. Resolution of 2-aryloxy-1-propanols via

lipase-catalyzed enantioselective  acylation

Tetrahedron: Asymmetr. v. 12, p. 1595-1602, 2001.

in

organic media

. GHANEM, A.; SCHURIG, V. Peracetylated p-cyclodextrin as additive in

enzymatic reactions: enhanced reaction rate and enantiomeric ratio in

lipase-catalyzed transesterifications in organic solvents.

Asymmetr. v. 12, p. 2761-2766, 2001.

Tetrahedron:

PAMIES, O.; BACKVALL, J-E. Enzymatic kinetic resolution and

chemoenzymatic dynamic kinetic resolution of o-hydroxy esters. An
efficient rote to chiral 8-lactones. J. Org. Chem. v. 67, p. 1261-1265,

2002.

. ALLAN, G.; CARNELL, A. J.; HERNANDEZ, M. L. E.; PETTMAN, A.

Chemoenzymatic synthesis of a
Tetrahedron. v. 57, p. 8193-8202, 2001.

tachykinin

NK-2

antagonist.

. ROUSH, W. R.; BROWN, B. B. A highly diasterreo- and enantioselective
synthesis of top half of kijanolide. J. Org. Chem. v. 58, p. 2151-

2161,1993.

90



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

68. IWABUCHI, Y.; FURUKAWA, M.; ESUMI, T.; HATAKEYAMA, S. An
enantio- and stereocontrolled synthesis of (-)-mycesterin E via cinchona
alkaloid-catalyzed asymmetric Baylis-Hillman reaction J. Chem. Soc.,
Chem. Comm. p. 2030-2031, 2001.

69 BAILEY, M.; MARKO, |. E.; OLLIS, W. D., RASMUSSEN P. R.
Stereoselective epoxidation of hidroxygenones the synthesis o the
sidechain of clerocidin. Tetrahedron Lett. v. 31, p. 4509-4512, 1990.

70 AMEER, F.; DREWES, S. E.; HOOLE, R.; KAYE, P. T.; PITCHFORD, A. T.
J. Chem. Soc., Perkin 1. p. 2713-2717, 1985.

71. (@) HOFFMANN, H. M. R.; RABE, J. DABCO-Catalyzed coupling of
aldehydes with activated double bonds. Stereoselective synthesis of
trisubstituted olefins and terpenoid building blocks via 2-(hydroxyalkyl-2-
propenoic) esters. J. Org. Chem. v. 50, p. 3849-3859, 1985. (b)
HOFFMANN, H. M. R.; RABE, J. Helv. Chim. Acta. v. 2, p. 413-415,
1984.

72 (a) CHESKIS, B. A.; MOISEENKOQOV, A. M.; SHPIRO, N. A.; STASHINA, G.
A.; ZHULIN, V. M. Stereochemically controlled synthesis of racemic
sitophilate, the aggregational pheromone of grain weevil. Bull. Acad.
Sci. USSR, Div. Chem. Sci. (Engl.Transl.), v. 39, p. 716-720, 1990. (b)
MOISEENKQV, A. M.; CHESKIS, B. A.; SHPIRO, N. A.; STASHINA, G.
A.; ZHULIN, V. M. High-pressure initiated synthesis of dominicalures 1
and 2 by the Baylis-Hillman method. Bull. Acad. Sci. USSR, Div. Chem.
Sci. (Engl.Transl.), v. 39, p. 517-521, 1990.

73. MATEUS, C. R.; FELTRIN, M. P.; COSTA, A. M.; COELHO, F.; ALMEIDA,
W. P. Diastereoselectivity in heterogeneous catalytic hydrogenation of
Baylis-Hillman adducts. Total synthesis of (+)-sitophilate. Tetrahedron,
v. 57, p. 6901-6908, 2001.

74. ANNUNZIATA, R.; BENAGLIA, M.; CINQUINI, M.; COZZI, F.; RAIMONDI,
L. 1,3-Dipolar cycloadditions to Baylis-Hillman adducts: Rationale for the
observed diastereoselectivity. J. Org. Chem., v. 60, p. 4697-4706, 1995.

75. KIM, J. N.; LEE, H. J.; LEE, K. Y.; KIM, H. S. Synthesis of 3-
quinolinecarboxylic acid esters from the Baylis-Hillman adducts of 2-

91



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

halobenzaldehyde N-tosylimines. Tetrahedron Lett. v. 42, p. 3737-3740,
2001.

RACKER, R.; DORING, K., REISER, O. Combinatorial liquid-phase
synthesis of [1,4] oxazepine-7-ones via the Baylis-Hillman reaction. J.
Org. Chem. v. 65, p. 6932-6939, 2000.

BASAVAIAH, D.; KUMARAGURUBARAN, N. The Baylis-Hillman chemistry
in aqueous media: a convenient synthesis of 2-methylenealkanoates and
alkanenitriles Tetrahedron Lett. v. 42, p. 477-479, 2001.

KUNDU, M. K.; SUNDAR, N.; KUMAR, S. K.; BHAT, S. V.; BISWAS, S,
VALECHA, N. Antimalarial activity of 3-hydroxyalkyl-2-methylene-
propionic acid derivatives. Bioorg. Med. Chem. Lett., v. 9, p. 731-736,
1999.

CIGANEK, E. Organic Reactions. John Wiley & Sons, N. Y. v. 51, 1997,
201-350 p.

BASAVAIAH, D.; RAO, P. D.; HYMA, R. S. The Baylis-Hillman reaction.
Tetrahedron, v. 52, p. 8001-8062, 1996.

DREWES, S. E.; ROOS, G. H. P. Synthetic potential of the tertiary-amine-
catalysed reaction of activated vinyl carbanions with aldehydes.
Tetrahedron, v. 44, n. 15, p. 4653-4670, 1988.

BURGESS, K.; JENNINGS, L. D. Biocatalytic resolutions of a-hydroxy
esters and ketones. J. Org. Chem. v. 55, p. 1138-1139, 1990.

BASAVAIAH, D.; RAO, P. D. Biocatalytic approach to optically active
Baylis-Hillman reaction products. Synth. Comm. v. 34, n. 7, p. 917-923,
1994.

84.HAYASHI, N,; YANAGIHARA, K.; TSUBOI, S. Lipase-catalyzed kinetic

85.

resolution of Baylis-Hillman products. Tetrahedron: Asymmetr. v. 9, p.
3825-3830, 1998.

D’ARRIGO, P.; FANTONI, G.P.; SERVI, S.; STRINTI, A. The effect of
absorbing resins o substrate concentration and enantiomeric excess in
yeast reduction. Tetrahedron: Asymmetr, v. 8, n. 14, p. 2375-2379,
1997.

92



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

86

87

88

89.

90

91

92

93.

94

95

. HAYAKAWA, R.; NOZAWA, K.; SHIMIZU, M.; FUJISAWA, T. Control of

enantioselectivity in the bakers'yeast reduction of p-keto ester

derivatives in the presence of a sulfur compound. Tetraedron Lett. v. 39,

p. 67-70, 1998.

. PEREIRA, R. S. The use of bakers’ yeast in the generation of asymmetric

centers to produce chiral drugs and others compounds. Crit. Rer.

Biotechnol. v. 18, n. 1, p. 25-83, 1998.

. DAHL, A. C.; MADSEN, J. O. Baker’s yeast: production of D- and L-3-

hydroxy esters. Tetraedron: Asymmetr. v. 6, p. 4395-4417, 1998.

BEKATOROU, A.; KOUTINAS, A. A.; KALIAFAS, A.; KANELLAKI, M.

Freeze-dried Saccharomyces cerevisiae cells immobilized on gluten

pellets for glucose fermentation. Proc. Biochem. v. 36, p. 549-557,

2001.

. GRUNWALD, P. Experimental treatment of the laws of heterogeneous

catalysis with immobiliized yeast cells (Saccharomyces cerevisiae)

Biochem. Ed. v. 28, p. 96-99, 2000.

. MORAN, P. J. S.; RODRIGUES, J. A. R.; JOEKES, I.; BRENELLI, E. C. S;
LEITE, R. A. Reduction of a-azidopropiophenone by immobilized baker's

yeast. Biocatalysis. v. 9, p. 321-328, 1994.

. NASCIMENTO, M. G.; LIMA, C,; SILVA, P. L. F.; REZENDE, M. C. The use

of immobilized lipases on chrysotile for esterification reactions. J. Braz.

Chem. Soc.v. 7,173, 1996.

JESUS, P. C,; SILVA, P. L. F.; JOAO, J. J.; NASCIMENTO, M. G.

Enantioselective esterification of 2-methylpentanoic acid catalysed via

immobilized lipases in chrysotile and microemulsion-based gels. Synth.

Comm. v. 28, n. 15, 1998.

. NAKAMURA, K.; KONDO, S. et al. Reduction by bakers’ yeast in benzene.

Tetrahedron Lett. v. 32, n. 48, p. 7075-7078, 1991.

. LEON, R.; FERNANDES, P.; PINHEIRO, H. M.; CABRAL, J. M. Whole-cell
biocatalysis in organic media Enz. Microb. Technol. v. 23, p. 483-500,

1998.

93



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

96. JAYASINGHE, L. Y.; KODITUWAKKU, D. et al. The use of organic solvent
systems in the yeast mediated reduction of ethyl acetoacetate. Bull.
Chem. Soc. Jpn.v.67,n. 9, p. 2528-2531, 1994.

97. NAKAMURA, K.; KONDO, S. et al. Stereochemical control in microbial
reduction. XXI. Effect of organic solvents on reduction of a-keto esters
mediated by bakers’ yeast. Bull. Chem. Soc. Jpn. v. 66, n. 9, p. 2738-
2743, 1993.

98. MEDSON, C.; SMALLRIDGE, A. J.,; TREWHELLA, M. A.  The
stereoselective preparation of B-hydroxy esters using a yeast reduction in
an organic solvent. Tetrahedron: Asymmetr. v. 8, n. 7, p. 1049-1054,
1997.

99. KANDA, T.; MIYATA, N. et al. Doubly entrapped bakers’ yeast survives
during the long-term stereoselective reduction of ethyl 3-oxobutanoate in
an organic solvent. Appl. Microbiol. Biotechnol. v. 49, p. 377-381,
1998.

100. MEDSON, C.; SMALLRIDGE, A. J.; TREWHELLA, M. A. Baker's yeast
activity in an organic solvent system. J. Mol. Cat. B: Enz., v. 11, p. 897-
903, 2001.

101. ATHANASIOU, N.; SMALLRIDGE, A. J.; TREWHELLA, M. A. Baker’s
yeast mediated reduction of B-keto esters and p-keto amides in an
organic solvent system. J. Mol. Cat. B: Enz., v. 11, p. 893-896, 2001.

102. DUMANSKI, P. G.; FLOREY, P.; KNETTIG, M.; SMALLRIDGE, A. J;
TREWHELLA, M. A. J. The bakers yeast-mediated reduction of
conjugated methylene groups in na organic solvent. J. Mol. Cat. B: Enz.
v. 11, p. 905-908, 2001.

103. FILHO, E. P. S.; RODRIGUES, J. A. R.; MORAN, P. J. S. Baker’s yeast
reduction of a-methyleneketones. Tetrahedron: Asymmet. v. 12, p.
847-852, 2001.

104. WHARTON; D. Chemistry for life. Chem. Brit. October, p. 38-40, 2002.

105. MOYNIHAN, J. S.; BLAIR, J.; COOMBES, A.; D'MELLO, F.; HOWARD,

C.R.; Enhanced immunogenicity of a hepatitis B virus peptide vaccine

94



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

using oligosaccharide ester derivative microparticles. Vaccine. v. 20, p.
1870-1876, 2002.

106. ARYA, S. C.; Stabilization of vaccines: to be or not to be. Vaccine. v.19, p.
595-597, 2000.

107. MAJARA, M., O'CONNOR-COX, E. S. C., AXCELL, B. C. Trealose — a
stress protectant and stress indicator compound for yeast exposed to
adverse conditions. J. Am. Soc. Brew. Chem. v. 54, n. 4, p. 221-227,
1996

108. FUJII, S., OBUCHI, K., IWAHASHI, H., FUJII, T., AND KOMATSU, Y.
Saccharides that protect yeast against hydrostatic pressure stress
correlated to the mean number of equatorial OH groups. Biosci.
Biotechnol. Biochem. v. 60, n. 3, p. 476-478, 1996.

109. ANCHORDOQUY, T. J.; IZUTSU, K-I.; RANDOLPH, T. W. ; CARPENTER
J. F. Maintenance of quaternary structure in the frozen state stabilizes
lactate dehydrogenase during freeze—drying, Arch. Biochem. Biophys.
v. 390, p. 35-41, 2001.

110. SANO, F., ASAKAWA, N., INOUE, Y., AND SAKURAI, M. A dual role for
intracellular trealose in the resistance of yeast cells to water stress
Cryobiology, v. 39, p. 80-87, 1999.

111. NASCIMENTO, M. G.; ZANOTTO, S. P.; MELEGARI, S. P.,, MORAN, P. J.
S. Estudos de protecdo da célula de Saccharomyces cerevisiae para
utilizagdo em reagdes de redugdo em meio organico. Quimica Nova., v.
25, n. 4, p.567-571, 2002.

112. FURNISS, B. S.; HANNAFORD, A. J.; ROGERS, V.; SMITH, P. W. G;;
TATCHELL, A. R. Vogel's Textbook of Practical Organic Chemistry,
4th Ed.; Longman Group Limited; New York, 1978; 353 p.

113. Handbook of Chemistry and Physics; CRC Press; Boca Raton, 1979.

114. Ficha técnica da Lipase PS-30, fornecida pela Amano Enzymes USA
Co.;Ltda em maio de 1999.

115. WOOLLEY, P.; PETERSEN S. B. Lipases Their Structure, Biochemistry
and Application. Cambridge University Press, 1994.

95



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

116 TEMBA, E. S. C.; OLIVEIRA, I. M. F; DONNICI, C. L. Alcoois quirais:
métodos quimicos e cataliticos de otencdo por reducdo assimétrica.
Quimica Nova., v. 26, n. 1, p. 112-122, 2003.

117. WENDHAUSEN, R. JR.; MORAN, P. J. S. ; JOEKES, I. ; RODRIGUES, J.
A. R. J. Continuous process for large-scale preparation of chiral alcohols
with baker’s yeast immobilized on chrysotile fibers. J. Mol. Cat. B: Enz.
v. 5, p. 69-73, 1998.

118. BRENELLI, E. C. S.; CARVALHO, M.; OKUBO, M. T.; MARQUES, M
MORAN, P. J. S.; RODRIGUES, J. A. R,; SORRILHA, A. E. P. M.
Enantioselective synthesis of (R)-(-)-1-phenylethanolamines using
baker's yeast reduction of some o-substituted methylphenyl ketones.
Ind. J. Chem. v. 31B, p. 821-823, 1992.

119. CARVALHO, M.; OKAMOTO, M. T.; MORAN, P. J. S.; RODRIGUES, J. A.
R. Baker's yeast reduction of a-haloacetophenones. Tetrahedron. v.47,
n. 12/13, p. 2073-2080, 1991. b) ALEIXO, L. M.; CARVALHO, M,
MORAN, P. J. S.; RODRIGUES, J. A. R. Hydride transfer versus electron
transfer in the baker s yeast reduction of a-haloacetofhenones. BioMed.
Chem. Lett. v. 3, p. 1637-1642,1993. c) MORAN, P.J.S.; RODRIGUES,
J.ARR.; CARVALHO, M.; BRENELLI, E.C.S. Some mechanistic
considerations on the Baker's yeast reduction of a-substituted
actophenones and propiophenones. Atualidades de Fisico Quimica
Organica, Ed. E. Humeres, Floriandpolis, 1995, 499 p.

120. RODRIGUEZ, S.; KAYSER, M. M.; STEWART, J. D. Highly
stereoselective reagents for p-keto ester reductions by genetic
engineering of baker’s yeast. J. Am. Chem. Soc. v. 123, n. 8, p. 1547-
1555, 2001.

121. Catalog of Organic and Fine Chemicals, Acrés Organic, 2002/2003,
Fisher Scientific, p. 1008.

122. NAKAMURA, K.; KAWAI, Y.; NAKAJIMA, N.; OHNO, A. Stereochemical
control of microbial reduction. 17. A method for controlling the
enantioselectivity of reductions with bakers’ yeast. J. Org. Chem. v. 56,
p. 4778, 1991.

96



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

123. KAWAI Y.; SAITOU, K.; HIDA, K.; DAO, D.H.; OHNO, A. Stereochemical
control in microbial reduction. XXVIII. Asymmetric reduction of a,p-
unsaturated ketones with bakers’ yeast. Bull. Chem. Soc. Jpn. v. 69, n.
9, p. 2633-2638, 1996.

124. LAANE, C.; BOEREN, S.; VOS, K.; VEEGER, C. Rules for Optimization of
Biocatalysis in Organic solvents. Biotechnol. Bioeng. v. XXX, p. 81-87,
1987.

97



ANEXOS

9. ANEXOS — Producao Académica nos anos de 2000 - 2003

Artigos Publicados

v S.P.Zanotto, S.P.Melegari, M.G.Nascimento, P.J.S.Moran, Estudos da
Protecdo da Célula de Saccharomyces cerevisae para Utilizacdo em
Reacdes de Reducdo em Meio Organico, Quimica Nova, Vol. 25, n®4 p.
567-571, 2002.

v M.G.Nascimento, S.P.Zanotto, S.P.Melegari, L. Fernandes e M.M. Sa4,
Resolution of a-Methylene-B-Hydroxy Esters Catalyzed by Free
Immobilized Pseudomonas sp lipase, Tetrahedron: Asymmetry, Vol. 14,
p. 3111-3115, 2003.

v C.E.Costa, G.C.Clososki, S.P. Zanotto, M.G. Nascimento e J. V. Comasseto,
Enzymatic Resolution of (RS)-1-Phenyselanyl-propan-2-ol in Organic

Media, submetido ao Tetrahedron Letters em 07/2003.

Trabalhos Apresentados em Congressos Nacionais e Internacionais

v/ COSTA, C. E.; CLOSOSKI, G. C.; ZANOTTO, S. P.; NASCIMENTO M. G;
COMASSETO, J. V. Resolugdo Enzimética de B-Hidroxi-selenetos e B-
Hidroxi-teluretos em Meio Organico. In: 262 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, Pocos de Caldas - MG, 2003

v/ COSTA, C. E.; CLOSOSKI, G. C.; ZANOTTO, S. P.; NASCIMENTO M. G;
COMASSETO, J. V. Lipase-catalyzed enantioselective resolution of -
hidroxy selenides and B-hidroxy tellurides in organic media. In: Biocat
1002 — International Congress on Biocatalysis - Hamburgo, Alemanha, Livro

de resumos, 2002.

v ZANOTTO, S. P.; MELEGARI, S. P; NASCIMENTO, M. G.; MORAN, P. J. S.

98



ANEXOS

Influéncia da adicdo de acucares em reacOes de reducdo de
compostos carbonilicos por fermento de pdo em solvente organicos.
In: 252 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Pocos de
Caldas - MG, Livro de Resumos, Q0O-144, 2002.

v ZANOTTO, S. P.; MELEGARI, S. P; NASCIMENTO, M. G.; MORAN, P. J. S.
Estudos de reducdo enantiosseletiva da a-cloroacetofenona mediada
por fermento de pdo em meio organico. In: 24 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, Pocos de Caldas - MG, Livro de
Resumos, QO-141, 2001.

v ZANOTTO, S. P.; MELEGARI, S. P; NASCIMENTO, M. G.; SA, M. M,;
FERNANDES, L. Biocatalytic resolution of a-methylene-B-hydroxy-
esters. In: 9" Brazilian Meeting on Organic Synthesis, Curitiba - PR, Livro
de Resumos, PS-091, 2001.

v MELEGARI, S. P; ZANOTTO, S. P.; NASCIMENTO, M. G.; MORAN, P. J. S.
Estudos de Reducdes Enantiosseletivas mediadas por fermento de
pdo em meio organico. In: Xl Seminario de Iniciacdo Cientifica,
Floriandpolis - SC, p. 50, 2001

v ZANOTTO, S. P.; NASCIMENTO, M. G.; MORAN, P. J. S. Estudos da
protecdo da célula de saccharomyces cerevisae para utilizacdo em
reacGes de reducdo em meio organico. In: 23% Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, Pocos de Caldas - MG, Livro de
Resumos, v. 2, QO-113, 2000.

99



Quim. Nova, Val. 25, No. 4, 567-571, 2002

ESTUDOS DE PROTEGCAO DA CELULA DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE PARA UTILIZACAO EM

REACOES DE REDUCAO EM MEIO ORGANICO

Maria da Graga Nascimento*, Sandra Patricia Zanotto e Silvia Pedroso Melegari
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, CP 476, 88040-900 Floriandpolis - SC

Paulo J. S. Moran

Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, CP 6154, 13183-970 Campinas - SP

Recebido em 16/7/01; aceito em 3/10/01

Artigo

PROTECTION STUDIES OF SACCHAROMYCES CEREVISAE CELLS FOR THE USE IN REDUCTION REACTIONS IN
ORGANIC MEDIA. New methodologies for protection of Saccharomyces cerevisiae (FP) cells when supported in montmorillonite
K10 (K10), recovered or not with gelatin (G) and in the presence or absence of sucrose (S) are presented. These systems were
used for the enantioselective reduction of ethyl acetoacetate and o-chloroacetophenone in hexane, under FP/K10/G/S and FP/S
at 20°C during 24 hours, affording S-(+)-ethyl-3-hydroxybutanoate in 100% conversion and 99% ee, and R-(-)-2-chloro-1-

phenylethanol 79% and 78% ee at 20 and 30 °C, respectivelly.

Keywords: biotransformations; baker's yeast; enantioselective reduction.

INTRODUCAO

Atualmente, a importancia na produgdo de substancias
opticamente puras € um capitulo de destaque nos setores académi-
cos e industriais, preocupados com a pesquisa e o desenvolvimento
de novos processos. Quando 0s quimicos sintetizam produtos natu-
rais e desenham novos alvos, a pureza enantiomérica dos produtos, e
sua relagdo com as propriedades bioldgicas, € um tema de perma-
nente discusséo®.

O crescenteinteresse por essetipo de sintese promoveu um grande
desenvolvimento na biocatdlise. Contudo, ainda que a habilidade das
enzimas e dos microorganismos para agir como catalisadores quirais
especificos, sgja conhecida, principal mente pelaindustria farmacéu-
tica, os procedimentos bioquimi cos apenas tornaram-se aceitos como
técnicas experimentais rotineiras em laboratdrios de sintese organi-
ca nos Ultimos anos™.

Portanto, a habilidade de conduzir transformagdes quimicas que
sd0 impossiveis ou impraticaveis de outra forma, especialmente na
area de obtencdo de compostos enantiomericamente puros; aliada a
necessidade de mudar os catalisadores hoje existentes (geralmente
constituidos de metais pesados ou de transi¢do, altamente nocivos
ao ambiente) por catdlises “ambientalmente corretas’, tornam o uso
de biocatalisadores um dos maiores desafios da sintese organica na
atualidade®”.

A possibilidade de atuar na catdlise de reagBes em meios quase
anidros ou micro-agquosos expandiu largamente o potencia de apli-
cagdes de enzimas e microrganismos em sintese organica. A ausén-
cia de fase aquosa continua em torno do biocatalisador torna possi-
vel sua interacdo direta com o solvente, promovendo alteragcBes de
estabilidade, atividade e estereossel etividade®®. Além disso, nestas
condigBes as hidrolases, por exemplo, sdo capazes de catalisar rea
¢Oes de esterificagdes e transesterificagdes com altos rendimentos.

As enzimas e 0s microrganismos estéo sujeitos a inativagdo por
fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos, como decorréncia da
estocagem ou mesmo durante o uso. H& assim, uma necessidade de

*e-mail: graca@qmc.ufsc.br

estabilizar estes biocatalisadores, como meio de evitar a inativagéo
para uso em meio organico. Portanto, para a manutengdo da ativida-
de catalitica e do potencial de estereosseletividade, é necess&rio o
desenvolvimento de métodos preventivos especificos.

Neste sentido, a técnica de imobilizagdo em diferentes suportes
€ uma das mais utilizadas na biocatélise, sendo bastante aplicada
paramediar reagBes de interesse sintético em solventes organicos'®!,
A imobilizagdo do biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de
sua atividade por um razoavel periodo de tempo, pode assegurar sua
repetida utilizagdo ou mesmo possibilitar o uso em reatores continu-
0s, resultando em economia nos processos industriais. Assim, de
modo geral, a utilizagdo de materiaisimobilizados além de diminuir
0 custo por andlise, aumenta a rapidez e a exatidéo do processo. Nos
processos sintéticos, a facilidade de extracdo dos produtos do meio
reacional aliada a estabilidade do biocatalisador em reagdes de lon-
gaduragdo (ou com substratos nocivos) sdo de grande interesse nas
biotransformaces.

A célula de Saccharomyces cerevisiae, que utiliza glicose ou
sacarose como fonte de energia, € um dos biocatalisadores mais ver-
sateis e baratos. A facilidade de manuseio, que ndo requer nenhum
cuidado especial, o faz alvo de escolha quando se desgja conduzir
reacdes de oxidago-reducdo. E preferencialmente utilizado na for-
ma de célula inteira, ao invés de enzimas isoladas, evitando dessa
forma, o problema da dificuldade de reciclar o cofator, um passo
necessario quando se usaaenzima pura. As célulasinteiras apresen-
tam umagrande variedade de atividades enziméticas. Por isso, 0 maior
problema encontrado neste tipo de biocatélise é a baixa seletividade,
devido a ac8o simulténea das vérias enzimas presentes, que geral-
mente apresentam diferentes cinéticas e velocidades de conversio
para um mesmo substrato?. No entanto, quando o processo néo é
satisfatoriamente seletivo, modificagfes simples nas condigdes ex-
perimentais podem ser realizadas no sentido de influenciar tanto a
estereoquimica como a enantiossel etividade®. Algumas das modifi-
cagdes mais comuns sa0 0 uso de solventes organicos, a adicdo de
inibidores ou co-substratos** ° e as técnicas de imobilizagdo'15%7,
entre outras?.

Algumas enzimas hidroliticas, como as lipases e as proteases,
sfo reconheci damente retentoras da atividade catal itica em solventes
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organicos. Entretanto, as desidrogenases e redutases séo diferentes
das hidroliticas e requerem quantidades estequiométricas das
coenzimas NADH ou NADPH. Devido ao alto custo, coenzimas
s80 normamente recicladas. A utilizagdo de células inteiras é uma
maneira de resolver o problema de reciclagem da coenzima, porém
0s solventes orgéni cos freqlientemente acarretam danos namembra-
na hidrofébica da célula do microorganismo.

O uso de solventes organicos € vantajoso devido a solubilidade
do substrato e a capacidade que possuem em impedir as reageslate-
rais pela agua. Além disso, a seletividade da enzima do fermento
pelo substrato pode mudar em meio orgénico. A adicdo de pequenas
quantidades de agua é necessaria sob tais condi¢des de reacdo, para
gue a enzima se mantenha cataliticamente ativa®. Ja o isolamento de
produtos de meios ndo aquosos é bem mais fécil do que de meios
aquosos, sendo este mais um grande beneficio®°.

Nakamura e col. realizaram os primeiros estudos de reducéo de
a-ceto ésteres com fermento de pdo (FP) seco ndo imobilizado em
benzeno e hexano. Observaram que a utilizag8o controlada de gotas
de &gua (0,4 equivalentes; mL H,0/g FP) no sistema & indispensavel
para promover areducdo. Ja o excesso de agua suprime radicalmen-
te aredugdo®™. Smallridge e col. em 1994, estenderam as investiga
¢0es nareducdo de B-cetoésteres com FP em uma série de solventes
polares e ndo polares, num estudo que foi completado verificando-
se o efeito da influéncia da dgua na reatividade®. Estes resultados
demonstraram clara e seguramente que areacao € afetada tanto pela
natureza do solvente, quanto pelarazdo agua/fermento (independen-
te da razéo &gua/solvente). Também foi constatado, que a redugdo
do acetoacetato de etila(2) com FP em solvente organico resultou na
formagdo exclusivade (S)-3-hidroxibutirato de etila com ee de 96%,
paratodas as condi¢des de reacdio empregadas. Estes resultados con-
trastam com os obtidos por Nakamura e col.%, onde areducéo de a-
cetoésteres com FP em &gua formou o enantiémero-S enquanto que
em solvente organico obteve-se o enantidomero-R.

Rotthaus e col. estudaram a reducdo de a.- e B-cetoésteres (1-5)
com FP em hexano, tolueno, éter dietilico e acetato de etila®. As
reacOes de reducdo em solventes orgénicos ocorreram preferencial-
mente em tolueno e hexano, sendo que os melhores resultados foram
obtidos para 0 composto 1 em hexano, e para 0 2 em tolueno. A
tendéncia do ee nareducdo dos compostos 1 a5, em solvente organi-
€0, sugere que o aumento do comprimento da cadeiano lado ceto do
substrato esta relacionada diretamente ao aumento da percentagem
de produto com a configuracdo R. Estes resultados estdo de acordo
com aregra de Prelog?.
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Uma série de (9-B-hidroxiésteres foi preparada por Smallridge
e col. usando fermento de p&o como mediador da reducdo de 3-oxo-
ésteres em éter de petrdleo (40-60 °C). Os produtos foram obtidos
com rendimentos entre 56 e 96%, e alto grau de estereossel etividade
(94-99% ee). Estes resultados s80 superiores aos descritos nalitera-
tura quando as mesmas reagdes foram conduzidas em fase aquosa®
(Esquemal).

Recentemente Kanda e col. verificaram que o duplo entra-
peamento da célulado fermento de p&o com alginato de cdlcio e pré-
polimero uretano (PU-6), torna-a suficientemente protegida do
solvente organico, pararepetidas reducfes estereossel etivas, em rea-
¢Oes de longa duragéo®.
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Esguema 1

Uma das contribui¢des mais recentes, para o avango dos estudos
de reducdo mediada por FP em meio organico, foi realizada por
Smallridge e col. Eles observaram que a atividade do fermento de-
cresce apos 24 horas de exposi¢éo a solventes organicos; e investi-
garam os fatores associados com esta reducéo da atividade®. Num
estudo complementar, a facilidade de reducdo de B-ceto ésteres foi
relacionada a variagdo do tamanho da cadeia carbbnica ligada ao
carbono ceto. A proximidade dos grupos mais volumosos a carbonila
proporciona umareducdo mais rapida. Finalmente, as B-ceto amidas
s80 consideravel mente menos reativas que os correspondentes f3-ceto
ésteres®. Em outro trabalho, verificou-se que grupos metilénicos
conjugados com carbonilas e nitrilas, podem ser reduzidos com um
alto grau de estereossel etividade e bons rendimentos?.

Em contribui ¢8o aestes estudos, nestetrabalho foraminvestigadas
vérias metodologias para a protecdo de células de Saccharomyces
cerevisiae, visando a sua utilizag&o em reagBes de reducéo de com-
postos carbonilicos em meio organico. A obtencdo estereosseletiva
de uma haloidrina foi testada juntamente com a facilidade de sua
extragdo do meio reacional, para verificar a eficiéncia dos sistemas
de protecdo em estudo, quando se tem um substrato toxico parao FP,
como a oa.-cloroacetofenona.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Os espectros RMN *H foram obtidos em um espectrémetro da
Bruker AC 200 MHz. Os cromatogramas e espectros de massas fo-
ram obtidos em um cromatégrafo a gas GC-MS-QP5000 da
Shimadzu, eguipado com coluna da Supelco (Simplicity 1 Capillary
Columm, 30 m x 0,25 mm x 025 um, N° 11702-05B). As determina-
¢Oes dos excessos enantioméricos foram realizadas em GC-14B
Shimadzu, com coluna quirdl CHROMPACK (chirasil - DEX CB
25m x 0,25). As rotagdes Opticas especificas foram medidas em um
Polarimetro — Polartronic E. Fermento de pdo (FP) biolégico, ins-
tantaneo e seco (Saccharomyces cerevisiae, EMULZINT — LTDA
daBégica), foi utilizado como biocatalisador. As célulasforam imo-
bilizadas em montmorilonita K10 (K10) (Aldrich Chemical Co.) e
revestidas com gel de gelatina (G) (SIGMA G2500, Tipo A).
Acetoacetato de etila e a-cloroacetofenona (Carlo Erba) foram utili-
zados sem purificagdo. Os produtos racémicos utilizados como pa-
drdes para CG quiral (+)-3-hidroxibutanoato de etila e (+)-2-cloro-
1-fenil-etanol foram obtidos através dareagéio de reducéo com NaBH,
(Aldrich Chemical Co.)%. O hexano (Grupo Quimica) foi purificado
através de lavagem com &cido sulfurico e neutralizagdo, seguida de
destilacdo (p.e., = 68°C; p.e, =69°C)*. A pré-purificagdo dos pro-
dutosobtidosfoi realizadapor colunacromatogréficadesilica(Carlo
Erba, 0,05-0,20 mm)

Procedimento geral para a adsor ¢do e recobrimento
Uma suspensdo com 2,0 g de FP belga seco e 6,0 g de

montmorilonita K 10, em aproximadamente 100 mL de éguafoi agi-
tada vigorosamente por umanoite, atemperaturaambiente. A mistu-
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ra de FP/K10 foi entdo filtrada a véacuo, seca sob corrente de ar e
triturada até resultar em particulas finas. Uma solucdo de 0,5 g de
gelatina em 5,0 mL de &gua foi aquecida até 50 °C, e em seguida,
resfriada a = 30 °C, e misturada ao solido FP/K10. A mistura FP/
K 10/G resultante foi seca sob corrente de ar.

Procedimento geral para biotransformagéo

Em um erlenmeyer foram colocados 100 mL de hexano, e em
seguidao biocatalisador foi adicionado, sob agitagio magnética. Agua
ou solugdo de sacarose, foi gotejada lentamente sob agitagdo mag-
nética vigorosa. Apds a adicéo de 0,2 mL (1,57 mmoles) de
acetoacetato de etila, a mistura reacional foi mantida sob agitacdo
em um banho termostatizado tipo Dubnoff a 20 e 30 °C por 24 h
(Tabela 1).

Procedimento par a reutilizacdo do biocatalisador

Apbs o término de cada reagdo, o sobrenadante foi filtrado a
vécuo lavado com hexano (3 x 30,0 mL), ressuspendido em 100 mL
de hexano e novamente 0,2 g (1,57 mmoles) de acetoacetato de etila
foram adicionados. A misturareaciona foi mantida sob agitaco em
um banho termostatizado tipo Dubnoff a 20 e 30 °C por 24 h
(Tabela 1).

Procedimento par a as reacfes controle

Asreagdes de controleforam realizadas, utilizando FP sem qual-
quer imobilizagdo. O procedimento geral para estas reacdes foi a
adicdo de 2,0gde FPem 50 mL de hexano com 0,2 mL (1,57 mmoles)
de acetoacetato de etila (Tabela 1, Entrada 1).

Procedimento geral para a reacdo dereducdo da
o-cloroacetofenona

As metodologias de adsorcdo e recobrimento ja descritas foram
utilizadas, porém, verificou-se a necessidade de se usar o dobro das
quantidades acima descritas. Os melhores resultados foram obtidos
para a reacd modelo com os sistemas FP/K10/G/S e FP/S. Estes
dois sistemas determinaram, portanto, os ensaios de redugéo da o.-
cloroacetofenona em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) e tempe-
raturas (20 e 30 °C). As estereossel etividades foram avaliadas nestas
condigBes. Para cada sistema (FP/K10/G e FP), foram adicionados
50 mL de hexano e estes submetidos a agitagdo magnética. Com
uma bomba peristéltica e agitagdo magnética vigorosa, foram adici-
onadas vagarosamente uma solugdo de 0,32 g de sacarose em 3,2
mL de &gua em cada um dos sistemas. Sob agitac&o tipo Dubnoff a
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20 ou 30 °C, foram adicionados 0,2 g (1,3 mmoles) de a-cloro-
acetofenona. Apos 24, 48 e 72 h de reagdo, o meio reaciona foi
separado do suporte por filtragdo, e pré-purificado em uma coluna
cromatogréaficade silicaparaeliminar particulas provenientes do FP,
o solvente foi evaporado. A andlise da misturareaciona foi realiza-
dapor CG, com umacolunaquiral. A reutilizagdo dos dois sistemas
foi testada, adicionando-se novamente 0,2 g (1,3 mmoles) de a-
cloroacetofenona e 50 mL de hexano; apo6s a filtragem a vacuo do
sobrenadante e alavagem do suporte com hexano (3 x 30,0 mL) sob

agitacéo magnética
RESULTADOS E DISCUSSAO

A reacdo de reducdo do acetoacetato de etilafoi utilizada como
um modelo em todos os estudos dos processos de imobilizag8o e
recobrimento, com afinalidade de padronizar umametodologiapara
outros substratos. Muitos detal hes desta reagdo modelo sdo bem co-
nhecidos, principalmente considerando-se que o valor do excesso
enantiomérico do acool produzido pode ser facilmente monitorado
por cromatografia gasosa com uma coluna com fase estacionaria
quiral. Além disto, B-hidroxiésteres enantiomericamente puros, tem
sido usados como materiais de partida em sinteses organicas (Es-
quema 2)%.

o o
diferentes sistemas de
CHMO/\CM

biotransformagdes

oH O
CHMOACHg
S(+)

Esquema 2

Estudos anteriores realizados por Moran e col.® demonstraram
que arelagdo ideal de FP fresco (contém 70% de umidade) e K10 é
de 1:1. Neste trabalho foi usado o FP desidratado e a propor¢ao
biocatalisador : suportefoi 3:1. N&o foi observada qualquer diferen-
¢a na obtengdo do produto final, apds a hidratagdo do FP antes de
sua adsorcdo em K10, com solugéo de KCI (2%) e sacarose (razéo
de sacarose/ FP 1:1).

Sabe-se que a utilizagdo de quantidades de &gua (entre 0,2 a
1,2 mL de &guapor gramade fermento) adicionadas ao meio reacional
€ indispensavel para que ocorra a reagao'®®212%, Foram realizados
testes para estabelecer a quantidade ideal de &gua, dentro da faixa
estipulada pelaliteratura como aceitével, que pode ser adicionada ao
meio sem aterar amorfologia dos sistemas em estudo (FP, FP/K 10,
FP/G, FP/K10/G). O valor méximo de &guafoi de 0,8 mL por grama
de FP, quantidade esta que ainda preserva a &rea superficial dos sis-
temas de ser diminuida por aglutinag&o.

Tabela 1. Diferentes condicOes experimentais empregadas nas reagfes de reducdo de acetoacetato de etila mediadas por FP, em hexano?

Entradas Sistemas H,O (mL) FP° (g) K10°(g) GY(g/mL) Sacarose(S) (g)
1 FP 1,6 2,0 B B B
2 FP/S 1,6 2,0 _ _ 0,16
3 FP/G 16 2,0 _ 0,1 _
4 FPIG/S 16 2,0 _ 0,1 0,16
5 FP/K10 1,6 2,0 6,0 _ -
6 FP/K10/S 1,6 2,0 6,0 _ 0,16
7 FP/K10/G 1,6 2,0 6,0 0,1 -
8 FP/K10/G/S 16 2,0 6,0 0,1 0,16

a) O meio reacional sofreu agitagao tipo Dubnoff, e os experimentos foram realizados em duplicatas para comparagdo dos resultados; b) FP =

fermento de p&o; ¢) K10 = montmorilonita K-10; d) G = gelatina
Temperaturas: 20 e 30°C
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Conforme esperado, ndo houve formagdo de produto quando a
reacdo foi realizada na presenca de K10 sem a adic¢do de FP. Verifi-
cou-se por CG-quiral, com os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/S a
20 °C que, apos 24 h de reacdo obteve-se 100% de conversdo (%)
a0 produto 3-hidroxibutanoato de etila. (Figura 1).

% de converséo

Figura 1. Porcentagem de conversdo (%c) do acetoacetato de etila em (S)-
(+)-3-hidroxibutirato de etila mediada por FP em diferentes sistemas de
imobilizag&o e em fungéo do nimero de reutilizagdo, em hexano a 20 °C.

Nas reacoes efetuadas a 30°C, também foi obtido 100% de con-
versdo para o produto utilizando os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/
S. Para o sistema FP o valor de %c diminuiu para 7% na primeira
reutilizagdo. Com o sistema FP/K10/G/S, obteve-se o produto com
19% de conversdo na primeirareutilizagdo, mostrando umamodesta
protecdo para as células do FP. Apds a primeira reagdo, todos os
sistemas foram avaliados em até quatro reutilizagdes (Figura 2).

% de conversao

Figura 2. Porcentagem de conversdo (%c) do acetoacetato de etila em (S)-
(+)-3-hidroxibutirato de etila mediada por FP em diferentes sistemas de
imobilizag&o e em fungéo do nimero de reutilizagdo, em hexano a 30 °C.

Quim. Nova

Através da andlise das Figuras 1 e 2, pode-se verificar que a
partir da segunda reutilizacdo, ou seja, aterceirareacdo aque o Sis-
temafoi submetido, as areas que correspondem aos produtos da re-
acdo diminuiram significativamente, principalmente & temperatura
de 30 °C. A temperatura exerce uma influéncia na desativagéo da
enzimaredutase do FP?. Como conseqiiéncia, ocorreu a desativagao
da enzima apos 24 h e obtiveram-se valores de conversdo menores
guando as reacBes foram realizadasa 30 °C .

Osvalores de ee, andisados por CG-quiral, foram para todos os
sistemas superiores a 99%. Para todos eles, apenas um dos
enantidbmeros foi detectado. As condi¢des cromatograficas para a
separacdo dos enantiémeros preestabel ecidas e as medidas de rota-
Géo dtica[a]T, indicaram aformagéo do (S)-(+)-3-hidroxibutanoato
de etila puro de acordo com a literaturat? 3,

Para os sistemas FP/K 10 e FP/K10/G sem a adi¢&o de sacarose,
a %c diminuiu consideravelmente em relago aos mesmos sistemas
com adi¢do de sacarose, nas temperaturas de 20 e 30 °C. Estes resul-
tados podem estar associados ao fato de que a sacarose pode atuar
como fonte de carbono e protecdo adicional para as células de
Saccharomyces cerevisiae (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de conversdo (%c) do acetoacetato de etila
em (9-(+)-3-hidroxibutirato de etilanos sistemas com e sem sacarose,
em hexano

Sistemas % c (20 °C) % c (30 °C)
FP/K10 73 56
FP/K10/S 93 95
FP/K10/G 79 52
FP/K10/G/S 100 100

Tempo reacional: 24 horas

Constatou-se também que 0 maior tempo de permanénciado FP
ndo imobilizado em solventes orgénicos esté relacionado a um apa-
recimento de produtos secundérios, detectados pel os cromatogramas.
Porém, parao sistemaimobilizado, ou sgja, FP/K 10/G/S, houve uma
maior resisténcia quanto a formagao de subprodutos indesgjaveis.

A reducdo estereossel etiva de a.-hal ocetof enonas é potencialmen-
te um excelente processo para obtencdo de haloidrinas quirais, que
podem ser usadas como blocos de construgdo quirais para alguns
produtos naturais e farmacos opticamente ativos®. A biorreducéo da
o-cloroacetofenonatem sido realizada com FP em mei 0 aquoso®-32%,
Neste trabalho, esta reagéo foi realizada em meio organico (Esque-

ma 3).
OH
S
R()

FP/K10/G/S, FP/S
_—  »
hexano, 20 e 30°C

Os dados de %c e ee (%) para formagdo do (R)-(-)-2-cloro-1-
feniletanol estdo na Tabela 3.

A Tabela 3 demonstra que os valores de ee para o sistema FP/
K10/G/S (ee 73-79) foram sempre maiores que para FP/S (ee 55-
60%), independente do tempo e da temperatura. Os dados de %c
usando o sistema FP/K10/G/S foram menores que para FP/S. Estes
resultados provavelmente mostram a maior dificuldade de difusio
do reagente e do produto, no meio reacional, causada pela gelatina
(G) eo K10.

Esquema 3
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Tabela 3. Porcentagem de conversdo (%c) da a.-cloroacetofenona em R-(-)-2-cloro-1-feniletanol e os valores de ee (%) obtidos em diferentes

condigBes experimentais

Sistemas ee %*(%c)° 24h ee %*(%c)P 48h ee %*(%c)° 72h
20°C 30°C 20°C 30°C 20°C 30°C

FP/S 60 (30) 56 (19) 56 (26) 55 (39) 56 (26) 60 (35)

FPIK10/G/S 77 (10) 73 (9) 77 (15) 73 (10) 79 (10) 78 (19)

2 ee calculado pela % de area (CG quiral).
b determinados por RMN *H.

Foram redlizados testes para verificar a ocorréncia de inversdo
de configurag8o ao reutilizar estes sistemas nestas condi¢des experi-
mentais, considerando que isto ocorre em meio aquoso®. Entretan-
to, observou-se que ndo houve a inversdo de configuragéo do
(R)-(-)-2-cloro-1-feniletanol quando os sistemas foram reutilizados,
e que a %c foi menor que 5%. Este resultado mostra que o sistema
de protecdo FP/K10/G/S, para a parede celular, ainda ndo foi efici-
ente quando um substrato toxico como a a-cloroacetofenonafoi uti-
lizado em hexano, sugerindo a desativagdo das oxido-redutases.

CONCLUSOES

O sistema FP/K10/G/S foi 0 que melhor protegeu as células na
reacdo modelo, produziu menos subprodutos e manteve-se com ati-
vidade (ee >99%) até a quartareutilizagdio com uma porcentagem de
conversdo de acetoacetato de etila para o (S-(+)-3-hidroxibutanoato
(ee > 99%) de etila de 19% a 20°C.

A metodologia estudada para a protegdo das células de
Saccharomyces cerevisiae do meio reacional, mostrou-se também
bastante eficiente na obtengdo de produtos enantiomericamente pu-
ros como o (R)-(-)-2-cloro-1-feniletanol (ee 78%, 72h a 30°C). Uma
grande vantagem deste método, esta na facilidade de separagdo do
produto desejado do meio reacional. Entretanto, a dificuldade de
difusdo dos reagentes e produtos pode levar a formagéo de produtos
com baixos valores de %c.

O método é adequado para ser empregado em reagdes de redu-
¢80 enantiossel etivas em laboratérios de quimica organica.
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Abstract—Kinetic resolutions of a-methylene-B-hydroxy esters (Baylis—Hillman products) have been performed via enzymatic
enantioselective transesterification with Pseudomonas sp. lipase (PSL), free or immobilized in poly(ethylene) oxide (PEO), silica gel
and montmorillonite K10, under different reaction conditions. The corresponding (R)-(+)-acetates from alkyl-substituted racemic
alcohols were obtained with e.e. >99% and excellent to moderate conversions using the PSL/PEO system and vinyl acetate as

acylating agent, in hexane. A naphthyl-substituted hydroxy ester was inert under these experimental conditions.

© 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

a-Methylene-B-hydroxy esters 1 are versatile building
blocks for the synthesis of many important compounds
such as natural products (kijanolide,! mycestericin E,>
terpenticin,> necic  acids,*  terpenoids,’  insect
pheromones),®’ nitrogen-containing heterocycles®1°
and other biologically-active molecules.'!'> These mul-
tifunctional compounds 1 are readily available by a
unique synthetic transformation involving a nucleo-
phile-catalyzed reaction of a,B-unsaturated esters with
aldehydes, the Baylis—Hillman reaction (Eq. (1)).1*15 A
convenient access to optically-active o-methylene-f-
hydroxy esters 1, however, represents a challenging
issue that has received increasing interest.>!¢ Asymmet-
ric versions of the Baylis—Hillman reaction using either
chiral auxiliaries or chiral catalysts have been devel-
oped, but only in a few cases were the chemical yields
and enantiomeric excess high.'”° In addition, these
methodologies usually employ rather expensive chiral
sources and difficult experimental protocols with multi-
step transformations that restrict their use. Racemic
a-methylene-B-hydroxy esters 1 are easily prepared
from inexpensive reagents, and therefore they are good
candidates for kinetic resolution. Although chemical
resolution carried out by selective hydrogenation or
epoxidation of the C=C double bond present in

* Corresponding author. Tel.: +55-48-3319219; fax: +55-48-3319711;
e-mail: graca@qmc.ufsc.br
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racemic 1 have been reported, these methods also
present restrictions concerning the availability of the
resolving reagents, multi-step synthesis, and low
yields. 2023
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Lipases (glycerol ester hydrolases E.C. 3.1.1.3) are
established catalysts for the stereoselective resolution of
synthetic or semi-synthetic chiral alcohols.?*** They
accept a wide range of substrates, which are usually
converted with high enantioselectivity. These enzymes
also exhibit high stability in non-aqueous solvents. In
most cases, enantiomerically pure alcohols are prepared
from racemic or pro-stereogenic precursors and reac-
tions are often performed via transesterification in
organic solvents. To increase the reaction rate and to
shift the equilibrium towards product synthesis, acti-
vated esters such as vinyl acetate are routinely
employed.’® Among the available lipases, those from
Pseudomonas sp. have been used to enhance Kkinetic
resolutions of ferrocene derivatives and starting materi-
als for the synthesis of terpenoids and carotenoids, as
well as in the stereoselective preparation of polyesters?’
and polycarbonates.?®
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The preparative-scale resolutions of (RS)-methyl man-
delate and some bicyclic compounds by transesterifica-
tion with vinyl acetate catalyzed by Pseudomonas sp.
lipase (PSL) have recently been described.?**® However,
enzymatic kinetic resolution of racemic a-methylene-f3-
hydroxy esters®!-*? using lipases such as PSL and Pseu-
domonas AK is limited to a few examples.’*** While
good to excellent enantiomeric excess (e.e.) was
achieved in such resolutions, only modest enantiomeric
ratio (E) values® were observed for alcohols 1 contain-
ing carbomethoxy groups (R’'=CH;)* or large side
chains (R >C,H;).** Additionally, high quantities of
enzyme were usually employed in these specific trans-
formations without recycling the biocatalyst, therefore
restricting the above methodologies.

Herein, we report the preparation of racemic a-methyl-
ene-B-hydroxy esters and their resolution via enzymatic
enantioselective transesterification with PSL, free or
immobilized in poly(ethylene) oxide (PEO), silica gel
and montmorillonite K10, under different conditions.

2. Results and discussion

Compounds 2 and 3 were prepared according to the
literature by reacting methyl acrylate with the appropri-
ate aldehyde in the presence of catalytic DABCO at
room temperature for 5-7 days.!>’ The previously

M. G. Nascimento et al. / Tetrahedron: Asymmetry 14 (2003) 3111-3115

unreported naphthyl allylic alcohol 4 was similarly
obtained and was fully characterized by spectroscopic
data. The racemic acetate derivatives 5 and 6 used as
standards for GC chiral analysis were prepared by
treating the corresponding alcohols 2 and 3 with acetyl
chloride and triethylamine in CH,Cl, at 0°C for 2 h.*>8
All compounds were isolated in good yields after purifi-
cation by flash chromatography.

Enzymatic transesterification of compounds 2-4 was
then investigated (Scheme 1). The reactions were moni-
tored by gas chromatography using a chiral column
(vide infra). A preliminary evaluation of various exper-
imental conditions such as substrate structure, acylating
agent, support for lipase, solvent and time revealed that
transesterification was remarkably dependent on these
reaction parameters (Table 1). The kinetic resolution of
2 was better achieved by using PSL immobilized in
PEO, vinyl acetate as acylating reagent, and hexane as
solvent, obtaining a conversion (%c) of 50% and the
corresponding acetate with e.e. higher than 99%.%¢ On
the other hand, immobilization of PSL in silica gel or
montmorillonite K10 greatly decreased the enzymatic
activity and no product was formed. For the resolution
of substrates 2 and 3 using the PSL/free system, poorer
conversions and e.e. values were achieved, even after a
168 h reaction. Furthermore, substrate 4 was inert
under these experimental conditions.

]

)J\O 0] OH O

OH O PSL
(free or immobilized) H
R OCH3 CH3CO,CH=CH, or R OCH; + R OCH3
CH3CO,C(CH3)=CH,
2 R=CHj 5-(R)-(+) R=CHj 2-(S)-(-)
3 R=CH3CH,CH, 6-(R)-(+) R =CH3CHyCHy 3-(S)-(-)
4 R = Naphth-2-yl
Scheme 1.
Table 1. Preliminary screening for the biocatalytic resolutions of compounds 2, 3 and 4
Compound—catalyst Solvent Acylating reagent Time (h)
24 43 72 168 % ¢®
e.e.r (%) e.e. (%) e.e. (%) e.e. (%)
2-PSL/free® Hexane Vinyl acetate 52 77 87 91 39
CH,;CN Vinyl acetate 1 3 3 20 0.5
Hexane Isopropenyl acetate 17 27 40 90 27
2-PSL/PEO¢ Hexane Vinyl acetate 57 90 99 99 50
2-PSL/silica? Hexane Vinyl acetate 0 0 0 0 0
2-PSL/K10¢ Hexane Vinyl acetate 0 0 0 0 0
3-PSL/free® Hexane Vinyl acetate 1 5 8 14 12
4-PSL /free® Hexane Vinyl acetate 0 0 0 0 0
Hexane Isopropenyl acetate 0 0 0 0 0

“ Enantiomeric excess for the acetate, determined by chiral CG.
> c=conversion determined by 'H NMR (200 MHz).
¢ PSL=500 mg; substrate 2 or 3=7.8 mmol.

4 PSL=100 mg; support (PEO, silica gel or montmorillonite K10)= 500 mg; substrate 2=1.4 mmol.

¢ PSL=500 mg; substrate 4=0.8 mmol.
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The superior resolution obtained for (RS)-methyl 3-
hydroxy-2-methylenebutanoate 2 using PSL/PEO is
worthy of note. A clean conversion to the correspond-
ing (R)-acetate 5 was observed, thus evidencing the
high molecular recognition performed by the enzyme.

These preliminary findings prompted a more detailed
investigation on the catalytic activity of PSL/PEO com-
pared with free enzyme. Therefore, resolution of sub-
strates 2 and 3 using vinyl acetate as the acylating agent
and hexane as the solvent was evaluated with both
PSL/PEO and PSL/free systems. As depicted in Table
2, excellent results were obtained for the resolution of
the allylic alcohol 2 employing either PSL/free or PSL/
PEO systems. In all cases, acylated products 5-(R)-(+)
or 6-(R)-(+) were obtained with e.e. >99% and E >200
regardless of the time or the catalytic system employed.
The use of polymer-supported enzyme PSL/PEO (100
mg of catalyst for 1.4 mmol of substrate) is noteworthy,
improving the rate, the extent of conversion and the
selectivity for both hydroxy esters 2 and 3, in compari-
son with PSL/free mediated transformations (500 mg of
catalyst for 7.8 mmol of substrate). In addition, when
resolution promoted by PSL/PEO was stopped at a
maximum conversion of 50% (by a simple filtration to
separate the catalyst), enantiomerically pure alcohol
2-(S)-(-) and acetate 5-(R)-(+) ([¢]p=+18.0; CHCI,;, ¢
5.0, 25°C) were produced and easily separated by
preparative silica gel chromatography (entry 15 in
Table 2). The fact that the resolution is effected under
very mild conditions was demonstrated by entry 16 in
Table 2. The reaction was carried out for longer periods
after reaching the maximum conversion of 50%, but no

racemization was detected as the e.e. for substrate and
product were unchanged from 96 to 168 h.

While substrate 2 was completely resolved in 3—4 days
using PSL/PEO system, the chain-extended derivative 3
reached only 36% of conversion after 7 days. The
corresponding (R)-(+)-acetate 6 was isolated in high
enantiomeric purity, but the e.e. for the unreactive
(S)-(-)-alcohol was poor (entry 24 in Table 2). These
observations clearly show that the size of the R groups
strongly influences the resolution using lipases as
biocatalyst.*

Another interesting feature presented by biocatalysis is
the possibility of recycling and re-using the enzymes,
undoubtedly a desirable property for economical and
environmental concerns. Accordingly, when PSL/free
and PSL/PEO were re-used twice to resolve hydroxy
ester 2, enantioselectivities comparable with those
observed for freshly-used catalytic systems were
attained. PSL/PEO was particularly advantageous in
this case, since this catalyst can be easily recycled by
simple filtration followed by thorough washings with
hexane. Moreover, resolution of hydroxy ester 2
employing a re-used PSL/free stored for 30 days at low
temperature (~10°C) furnished alcohol 2-(S)-(-) with
e.e.=65%. Conversely, PSL/PEO under similar condi-
tions promoted the resolution of 2-(S)-(—) with e.e.=
99%, therefore attesting the superior stability and
efficiency of the polymer-supported enzyme. Possible
explanations for the enhancement of catalytic activity
with PSL/PEO system could be related to a better
diffusion of substrates and products through the poly-

Table 2. Biocatalytic resolutions of compounds 2 and 3 using free and immobilized PSL with vinyl acetate in hexane

Entry Substrate (mmol) PSL/support (mg of enzyme) Time (h) E.es. (%0)* E.e.p. (%)* Conversion (%)® E

1 2 (7.8) PSL/free (500) 24 52 99 34 335
2 48 77 99 44 466
3 96 90 99 48 617
4 168 91 99 48 637
5 2 (1.4) PSL/PEO (50) 24 23 99 19 249
6 48 38 99 28 289
7 96 65 99 40 391
8 168 81 99 45 500
9 2 (1.4) PSL/PEO (75) 24 41 99 29 298
10 48 72 99 42 431
11 96 80 99 45 491
12 168 83 99 46 520
13 2 (1.4) PSL/PEO (100) 24 57 99 37 354
14 48 90 99 48 617
15 96 99 99 50 1057
16 168 99 99 50 1057
17 3(7.8) PSL/free (500) 24 1 99 1 200
18 48 5 99 5 209
19 96 10 99 9 219
20 168 14 99 12 228
21 3(14) PSL/PEO (100) 24 29 99 23 264
22 48 40 99 29 295
23 96 54 99 35 342
24 168 56 99 36 350

4 Enantiomeric excesses for the substrate (e.e.s.) and for the product (e.e.p.) were determined by chiral CG.

b Determined by 'H NMR (200 MHz).
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meric matrix and to conformational constraints
adopted by the immobilized enzyme which might be
closer to the transition state.??’

3. Conclusion

The enzymatic resolution of o-methylene-B-hydroxy
esters with PSL/PEO presented here is a simple, mild
and economically-important method, since the enan-
tiomeric ratio (E) is excellent and enzymes can be
recycled for further reutilization without significant loss
of their catalytic activity. The influence of side chain
groups in substrates 2-4 was also observed, but still
requires additional investigations. This methodology
should be applied successfully to other racemic Baylis—
Hillman adducts and important synthetic targets such
as hydroxyl-containing building blocks and insect
pheromones.

4. Experimental

4.1. General considerations

All chemicals were of reagent grade and were used as
received. Melting points are uncorrected. 'H NMR (200
MHz) spectra were recorded in CDCl; solution, using
tetramethylsilane as the internal standard. Infrared
spectra were acquired using KBr for solids and film for
liquid samples. Column chromatography utilized silica
gel (Aldrich, 60-120 mesh particle size). PS lipase
(30,000 U/g, Amano 30) was obtained from Amano
Enzyme USA Co., Ltd.; PEO (300,000 g/mol) was
purchased from SIGMA; montmorillonite K10 was
supplied by Fluka. The reaction’s progress and enan-
tiomeric excess were determined by gas chromatogra-
phy using a Shimadzu CG-14B equipped with a chiral
column (CP-chirasil-Dex CB), and H, as a carrier gas,
with a detector, an injection set at 275°C and a column
set to temperatures of 80-140°C (2°C/min). The extent
of conversion (%c) was obtained by 'H NMR integrals
(200 MHz, CDCl,;). The enantiomeric ratio (E) values
were calculated from the degree of conversion and the
e.e. of the product, according to the Sih equation.®

4.2. Preparation of the PSL/PEO film

The enzyme immobilization in PEO was performed by
dissolving 500 mg of polymer and 50-100 mg of PSL in
20 mL of H,O with further solvent evaporation at
room temperature forming a film, which was then cut
into several regular sections.

4.3. Immobilization of PSL in silica and K10

PSL (100 mg) was suspended in H,O (10 mL), and the
suspension was mixed with silica gel (500 mg) or K10
(500 mg) in 10 mL H,O at room temperature. After 5
h of stirring, the mixture was filtered and the resulting
system (PSL/silica or PSL/K10) was dried in the oven
(100°C) and then stored in a desiccator, ready for use.

4.4. Preparation of racemic o-methylene-p-hydroxy
esters and acetates

Compounds 2, 3, 5 and 6 were prepared according to
the literature and purified by flash chromatography
(hexane/AcOEt 9:1); their spectroscopic characteriza-
tions were in agreement with published data.!*578

4.5. Methyl 3-hydroxy-2-methylenebutanoate 2!

IR: 3426, 1734 and 1645 cm™'; "H NMR: 6 1.37 (d, 3H,
J=6.5 Hz), 2.79 (s, 1H), 3.78 (s, 3H), 4.62 (q, 1H,
J=6.5 Hz), 5.83 (s, 1H) and 6.21 (s, 1H).

4.6. Methyl 3-hydroxy-2-methylenehexanoate 3>’

IR: 3440, 2958, 2874, 1718 and 1630 cm™'; '"H NMR: §
0.94 (t, 3H, J=7.0 Hz), 1.26-1.68 (m, 4H), 2.66 (broad
s, 1H), 3.78 (s, 3H), 4.41 (t, 1H, J=6.0 Hz), 5.80 (s, 1H)
and 6.22 (s, 1H).

4.7. Methyl 3-acetoxy-2-methylenebutanoate 5*%

IR: 1742 and 1634 cm™!; 'H NMR: 6 1.40 (d, 3H,
J=6.5 Hz), 2.07 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 5.71 (q, 1H,
J=6.5 Hz), 5.82 (s, 1H) and 6.29 (s, 1H).

4.8. Methyl 3-acetoxy-2-methylenehexanoate 63

IR: 1726 and 1634 cm™!; 'H NMR: 6 0.94 (t, 3H,
J=7.0 Hz), 1.30-1.70 (m, 4H), 2.08 (s, 3H), 3.71 (s,
3H), 5.62 (t, 1H, J=7.5 Hz), 5.72 (s, 1H) and 6.27 (s,
1H).

The previously unreported naphthyl allylic alcohol 4
was prepared as follows:

4.9. Methyl 3-hydroxy-2-methylene-3-(2-naphthyl)-
propanoate 4

55 mg of DABCO (0.50 mmol) was added to a solution
containing 260 mg of 2-naphthaldehyde (1.66 mmol) in
0.30 mL of methyl acrylate (3.33 mmol) and the mix-
ture was allowed to stir for 72 h at 25°C. The reaction
was then diluted in CH,CI, (10 mL), washed with 5%
HCI (5§ mL) and H,O (5 mL), dried with Na,SO,, and
concentrated under reduced pressure. The solid residue
obtained was filtered in a plug of silica gel (hexane/
AcOEt 9:1) and the solvents were removed in vacuo to
give 325 mg of compound 5, (85%); mp 98-99°C; IR:
3330, 3045, 1734 and 1645 cm™'; '"H NMR: J 3.71 (s,
3H), 5.73 (s, 1H), 5.87 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 7.47 (m,
3H) and 7.84 (m, 4H). Anal. caled for C,sH,,05 (%): C,
74.36; H, 5.82. Found: C, 74.03; H, 5.90.

4.10. General procedure for enzymatic resolution of
racemic o-methylene-p-hydroxy esters with polymer-
supported PSL

PSL/PEO system (75-100 mg) was added to a solution
of racemic 2 or 3 (1.4 mmol) and vinyl acetate (21.6
mmol) in hexane (50 mL). The mixture was gently
stirred at 35°C for 168 h, and was then filtered and
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washed thoroughly with hexane. The filtrate was evapo-
rated and the resulting residue was purified by column
chromatography (ethyl eter/ethyl acetate 9:1) to give
the corresponding (R)-a-methylene-B-acetoxy esters
and (S)-a-methylene-B-hydroxy esters as colourless oils.

4.11. General procedure for enzymatic resolution of
racemic o-methylene-p-hydroxy esters with free PSL

Free PSL (500 mg) was added to a solution of racemic
2 or 3 (7.8 mmol) and the acylating agent (vinyl or
isopropenyl acetate, 21.6 mmol) in hexane (50 mL).
After stirring at 35°C for 168 h, the reaction mixture
was treated as above to give the corresponding o-meth-
ylene-B-acetoxy esters and o-methylene-B-hydroxy
esters.
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