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RESUMO

ZANOTTO, Sandra Patricia. Utilização de Enzimas e Microrganismos

para a Obtenção de Compostos Oticamente Ativos. Florianópolis, 2003. 115f.

Tese (Doutorado em Química Orgânica) � Programa de Pós Graduação em

Química, UFSC, 2003.

Neste trabalho foram exploradas metodologias alternativas de
imobilização de enzimas e microrganismos para a manutenção das atividades
e estereosseletividades dos mesmos em meio orgânico. As células de
Saccharomyces cerevisiae (FP) foram suportadas em montmorilonita (K10),
recobertas ou não com gelatina (G), na presença ou ausência de sacarose (S)
ou trealose (T). Estes sistemas foram utilizados para a redução
enantiosseletiva do acetoacetato de etila e α-cloroacetofenona em hexano.
Para a redução do acetoacetato de etila com os sistemas FP/K10/G/S e
FP/K10/G/T o biocatalisador tornou-se mais estável em meio orgânico,
formaram-se menos subprodutos e a atividade foi mantida. O S-(+)-álcool foi
obtido com ee>99% até a quarta reutilização, com valores de %c de 19 e 20%
a 20oC, que foi a temperatura mais adequada para evitar a desativação das
células. Para a biorredução do acetoacetato de etila constatou-se que a função
principal da sacarose, da mesma forma que a trealose e a água, é de proteção
da parede celular do microrganismo. Os valores de ee e %c foram similares
com todos os sistemas. Na redução da α-cloroacetofenona obteve-se o R-(-)-2-
cloro-1-feniletano após 72h de reação com ee 78-79%, quando o sistema
FP/K10/G/S foi utilizado a 20 e 30oC, respectivamente. A biorredução em
presença do sistema FP/K10/G/S forneceu %c superiores e valores de ee(%)
inferiores aos obtidos em presença do sistema FP/K10/G/T (99%). Estes
resultados evidenciam a influência da difusão para este reagente e produtos
nos sistemas mais protegidos, ao contrário do observado para o acetoacetato
de etila. O sistema FP/T foi o que apresentou a maior conversão em R-(-)-2-
cloro-1-feniletanol e após 48h de reação obteve-se o produto com ee 80% e
conversão de 45%, a 20oC. Para este substrato pode-se constatar o papel
importante da trealose como agente protetor. O FP, imobilizado ou não, não foi
eficiente quando utilizado como biorredutor de acetofenonas que não possuíam
grupos ativantes próximos à carboníla, e os produtos desejados não foram
obtidos.

A resolução cinética dos produtos das reações de Baylis-Hillmam é um
dos métodos mais convenientes para obtenção de moléculas multifuncionais
oticamente ativas. Realizou-se a transesterificação enantiosseletiva de
diferentes α-metileno-β-hidroxi ésteres catalisada por lipase de Pseudomonas
sp (PS) livre ou imobilizada em poli-oxietileno (PEO), silica (S) e montmorilonita
(K10), sob diferentes condições reacionais. Para a resolução do (R,S)-3-
hidroxi-2-metilenobutanoato de metila (10) via transesterificação com acetato



xiii

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. Não foi observada racemização do substrato após 96h de reação e os
valores de eep mantiveram-se constantes. Após armazenamento dos sistemas
PS/livre e PS/PEO por 30 dias sob refrigeração, obteve-se o álcool
(S)-10com ee de 65% e 99%, respectivamente. Para a resolução 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) não reagiu sob condições similares de reação, salientando a influência do
tamanho do grupo R ligado ao centro reacional.

Palavras-chave: Microrganismos, lipase, imobilização, redução, resolução e

enantiosseletividade.
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ABSTRACT

ZANOTTO, Sandra Patricia. Utilização de Enzimas e Microorganismos para a

Obtenção de Compostos Oticamente Ativos. Florianópolis, 2003. 115f. Tese

(Doutorado em Química Orgânica) � Programa de Pós Graduação em Química,

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 α-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 20oC, 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 α-
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 30oC, 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 20oC. 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 α-methylene-β-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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1. INTRODUÇÃO

1.1 Considerações Gerais

Atualmente, a produção de substâncias oticamente puras é um capítulo

de destaque nos setores acadêmicos e industriais, preocupados com a

pesquisa e o desenvolvimento de novos processos. Quando os químicos

sintetizam produtos naturais e desenham novos alvos, a pureza enantiomérica

dos produtos e sua relação com as propriedades biológicas é um tema de

permanente discussão.1

O crescente interesse por esse tipo de síntese promoveu um grande

desenvolvimento na biocatálise. Contudo, ainda que a habilidade das enzimas

e dos microorganismos para agir como catalisadores quirais específicos seja

conhecida, principalmente pela indústria farmacêutica, a sua utilização rotineira

em laboratórios de síntese orgânica só foi aceita nos últimos anos.2

A habilidade de conduzir transformações químicas que são impossíveis

ou impraticáveis de outra forma, especialmente na área de obtenção de

compostos enantiomericamente puros, aliada à necessidade de mudar os

catalisadores hoje existentes (geralmente constituídos de metais pesados ou

de transição, altamente nocivos ao ambiente) por catálises �ambientalmente

corretas�, tornam o uso de biocatalisadores um dos maiores desafios da

síntese orgânica na atualidade.3,4,5,6,7

A possibilidade de atuar na catálise de reações em meios quase anidros

ou micro-aquosos expandiu largamente o potencial de aplicações de enzimas e

microrganismos em síntese orgânica. A ausência de fase aquosa contínua em

torno do biocatalisador torna possível sua interação direta com o solvente,

promovendo alterações de estabilidade, atividade e estereosseletividade.8,9

Além disso, nestas condições, as hidrolases por exemplo, são capazes de

catalisar reações de esterificações e transesterificações com altos rendimentos.

A catálise enzimática é agora uma ferramenta estabelecida em química

orgânica sintética estereosseletiva, com diversos livros texto 3,10,11 e numerosos
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artigos de revisão, exemplificados aqui por algumas publicações nos últimos

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

As enzimas e os microrganismos estão sujeitos à inativação por fatores

químicos, físicos ou biológicos decorrentes da estocagem ou mesmo durante o

uso. Há, assim uma necessidade de estabilizar estes biocatalisadores como

meio de evitar a inativação para uso em meio orgânico. Portanto, para a

manutenção da atividade catalítica e do potencial de estereosseletividade, é

necessário o desenvolvimento de métodos preventivos específicos.

Neste sentido, a técnica de imobilização em diferentes suportes é uma

das mais utilizadas na biocatálise, sendo bastante aplicada para mediar

reações de interesse sintético em solventes orgânicos.19,20 A imobilização do

biocatalisador em um suporte, sem prejuízo de sua atividade por um razoável

período de tempo, pode assegurar sua repetida utilização ou mesmo

possibilitar o uso em reatores contínuos, resultando em economia nos

processos industriais. Assim, de modo geral, a utilização de materiais

imobilizados além de diminuir o custo por análise, aumenta a rapidez e a

precisão do processo. Nos processos sintéticos, a facilidade de extração dos

produtos do meio reacional, aliada à estabilidade do biocatalisador em reações

de longa duração (ou com substratos nocivos), é de grande interesse nas

biotransformações.21 ,22 Portanto, o paradigma de que enzimas são instáveis e

tão caras para serem usadas em síntese orgânica está mudando rapidamente.

Isto se deve principalmente aos eficientes métodos para imobilização, que  as

tornam mais estáveis e reduzem os custos de síntese, devido ao repetido uso

do catalisador. Adicionalmente, as enzimas têm se tornado consideravelmente

mais baratas, devido ao progresso feito na engenharia genética.10
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1.2 Enzimas

As enzimas, conhecidas industrialmente como biocatalisadores, são

geralmente proteínas, formadas por longas cadeias de aminoácidos com

ligações peptídicas. Porém, existem algumas moléculas de RNA que catalisam

a clivagem e síntese de ligações fosfodiéster, chamadas de ribozimas, e são

mais difíceis de serem encontradas do que proteínas catalíticas. A maioria das

enzimas sintetizadas por células são retidas para funções intracelulares. As

enzimas extracelulares são subseqüentemente secretadas para fora dos limites

da membrana celular. Enzimas estão presentes em todas as células vivas,

onde exercem as funções vitais de controle dos processos de transformação

dos nutrientes em energia e em material celular. Além disto, participam dos

processos de quebra de nutrientes complexos em substâncias mais simples.

Embora alguns biocatalisadores sejam extraídos de tecidos animais e

vegetais, as enzimas industriais são geralmente obtidas de microorganismos

(bactérias, bolores e leveduras) e têm-se uma maior diversidade. Portanto, as

pesquisas para a busca de novas enzimas começam pela análise de amostras

de solo, água, ar, madeira, frutas em decomposição e outros materiais.

Apesar de um microrganismo ser capaz de produzir mais de mil enzimas

distintas, é necessário um trabalho cuidadoso para o isolamento de espécies

que produzam determinadas enzimas com as características desejadas.

As oportunidades sintéticas proporcionadas pelas enzimas se baseiam

na especificidade com que catalisam a reação. As enzimas mais úteis para

aplicação em síntese orgânica são aquelas que aceitam uma larga faixa de

modificações estruturais no substrato, porém retendo a habilidade de operar

estereoespecificamente em cada um em particular. Enzimas extraídas de

mamíferos encaixam-se melhor nesses critérios. Apesar das obtidas de

microorganismos não tolerarem muitas modificações estruturais, esse fato é

compensado pela diversidade de microrganismos na natureza.

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

e animais, estando disponíveis no mercado mais de sete mil preparações
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enzimáticas em diferentes graus de pureza, inclusive misturas de

biocatalisadores.1

 A classificação da União Internacional de Bioquímica e Biologia

Molecular (IUBMB) divide as reações catalisadas por enzimas em seis grupos

principais:23

!Oxidoredutases: enzimas deste grupo catalisam reações de oxidação-

redução envolvendo oxigenação, como C-H    C-OH, ou remoção de

hidrogênio como CH(OH)
�������

C=O e CH-C
��� ���

C=C.

    Subclasses: hidrogenases, oxidases, peroxidases, etc.

!Transferases: enzimas que mediam a transferência de grupos acil,

açúcares, fosforil e grupos aldeídos ou cetonas, de uma molécula para outra.

    Subclases: transaldolases, transcetolases, etc.

!Hidrolases: enzimas que catalisam reações de hidrólise e formação de

glicosídeos, anidridos e ésteres, bem como amidas, peptídeos e outras

funções contendo a ligação C-N.

    Subclasses: estearases, lipases, peptidases, fosfatases, etc

!Isomerases: podem efetuar várias isomerizações, incluindo migração da

ligação C=C, isomerização cis-trans e racemização.

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

!Liases:  essas enzimas catalisam reações de adição, usualmente de HX, a

duplas ligações como C=C, C=N, e C=O, e também os processos reversos.

Subclasses: descarboxilases, cetoácidoliases, hidrolases

!Ligases: são também chamadas sintetases e mediam a formação ou

clivagem de ligações C-C, C-O, C-S, C-N e ésteres de fosfato.



                                                                                                                                                         INTRODUÇÃO

5

1.3 Vantagens e Desvantagens da Biocatálise

Em contraste com os catalisadores inorgânicos como ácidos, bases,

metais pesados e óxidos metálicos, as enzimas têm alta especificidade, isto é,

formam produtos seletivamente. Esta característica é muito útil nos processos

industriais, porque se formam quantidades mínimas de produtos secundários, o

que representa benefícios econômicos e ambientais, com a eliminação da

necessidade de separação de subprodutos e com redução qualitativa e

quantitativa de efluentes industriais.

As enzimas também ganharam um lugar de destaque para os químicos

orgânicos por serem catalisadores seletivos. Elas se caracterizam por

realizarem as reações com quimio, regio, e estereoseletividade. Além disso, o

químico sintético considera uma grande vantagem a utilização de catalisadores

que dispensem a proteção dos grupos lábeis dos reagentes.

Com relação a outros catalisadores, as enzimas apresentam as

seguintes vantagens:11

!São catalisadores muito eficientes: comparados aos processos químicos,

os processos mediados por enzimas são mais efetivos.

!São ambientalmente corretos: diferentemente de catalisadores compostos

de metais pesados, são completamente biodegradados.

!As reações ocorrem em condições suaves: porque atuam no metabolismo

de células vivas, as enzimas agem à pressão atmosférica, temperatura

ambiente ou superiores e pH próximo ao neutro. As reações enzimáticas

minimizam os problemas como isomerização, racemização, epimerização e

rearranjos que, muitas vezes, são fatores limitantes nos processos químicos.

!São compatíveis entre si: por agirem usualmente em condições similares,

diversas reações biocatalíticas podem ser feitas em um mesmo meio

reacional, proporcionando a possibilidade de conduzir reações seqüenciais

usando sistemas multienzimáticos. Essa metodologia pode ser muito útil

quando existe a possibilidade de formar um intermediário instável em um dos

passos da biotransformação.



                                                                                                                                                         INTRODUÇÃO

6

!Aceitam substratos não naturais: exibem larga tolerância a substratos não

naturais e, se vantajoso para o procedimento, possibilitam o uso em solventes

orgânicos, em substituição ao meio aquoso usualmente utilizado.

!Apresentam os principais tipos de seletividade:
Quimiosseletividade � uma vez que o propósito de uma enzima é atuar em

um único tipo de grupo funcional, outras funcionalizações sensíveis que

deveriam reagir normalmente com um certo grau sobre catálise química são

preservadas.

Regiosseletividade e Diastereosseletividade � devido à sua estrutura

tridimensional complexa, as enzimas conseguem distinguir entre grupos

funcionais quimicamente iguais, situados em diferentes regiões da mesma

molécula-substrato.

Enantiosseletividade � as enzimas são quase todas formadas por L-

aminoácidos, sendo portanto, catalisadores quirais. Como conseqüência,

qualquer tipo de quiralidade ou pró�quiralidade presente no substrato é

reconhecida durante a formação do complexo enzima-substrato. Desta forma,

substratos pró-quirais podem ser transformados em produtos opticamente

ativos e ambos os enantiômeros de um substrato racêmico reagem com

velocidades diferentes, possibilitando a resolução cinética.

Porém, existem também algumas desvantagens no uso de

biocatalisadores. As principais são:11

!São fornecidos pela natureza somente em uma forma enantiomérica:
desta forma torna-se impossível inverter a indução de uma reação

biocatalisada pela escolha do outro enantiômero do biocatalisador, à

semelhança do que é possível ao se utilizar um catalisador químico.

!Exigem parâmetros de operação específicos: a vantagem de operar sob

condições suaves pode se tornar um obstáculo quando as reações

biocatalisadas ocorrem apenas lentamente nas condições naturais de

temperatura e pH.
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!Geralmente apresentam sua atividade catalítica máxima em água: a

maioria dos compostos orgânicos são pouco solúveis em água e a mudança

para solventes orgânicos pode causar a perda da atividade da enzima.

!São passíveis de sofrer inibição pelo substrato ou produto: este fato é

limitante do processo, mas pode ser contornado mantendo-se a concentração

do substrato em níveis aceitáveis e retirando-se gradualmente o produto

formado.

Estas desvantagens foram bastante amenizadas nos últimos tempos

pelo aperfeiçoamento e desenvolvimento de diversas técnicas para reações

biocatalisadas. Quando o processo não for satisfatoriamente seletivo,

modificações simples nas condições experimentais podem influenciar tanto a

estereoquímica como a enantiosseletividade. Algumas modificações mais

comuns são o uso de solventes orgânicos, adição de inibidores, técnicas de

imobilização e utilização de enzimas mais resistentes (extremoenzimas).2

1.4 Diferentes Sistemas de Biotransformação

O estado físico do biocatalisador usado para biotransformações pode

ser muito diverso. A decisão 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 reação, necessidade ou

não de reciclar os cofatores e escala em que será procedida a

biotransformação.

Alguns prós e contras no uso de enzimas ou microorganismos estão

mostrados na Tabela 1.11
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens do uso de enzimas e microorganismos

como catalisadores em biotransfomação.

Biocatalisador Forma Vantagens Desvantagens

Geral

Aparelhagem simples, fácil

isolamento do produto, boa

produtividade devido a alta

tolerância à concentração

do substrato.

Algumas classes de enzimas

necessitam reciclagem de

cofator

Suspensas em

meio aquoso

Alta atividade enzimática

Possibilidade de reações

paralelas, insolubilidade do

substrato, requer extração da

enzima

Suspensa em

solvente orgânico

Reações fáceis de conduzir

e de extrair o produto, fácil

solubilização do substrato,

fácil recuperação da enzima

Baixa atividade

Enzimas Isoladas

Imobilizada Fácil recuperação da

enzima

Possível perda de

seletividade durante a

imobilização

Geral Não necessita reciclar o

cofator

Isolamento trabalhoso,

grande volume, baixa

produtividade devido à baixa

tolerância à concentração do

substrato, baixa tolerância a

solventes orgânicos,

subprodutos, e presença de

metabólicos

Células em

crescimento Alta atividade

Grande quantidade de

biomassa, subprodutos,

processo difícil de controlar

Células em

repouso

Fácil isolamento do produto,

menos subprodutos Baixa atividade

Microorganismos

Células

Imobilizada

Possibilidade de

reutilização do sistema Baixa atividade
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1.5 Imobilização de Biocatalisadores

Este tema começou a ser estudado no final do século passado, ao se

observar que o carvão ativo ao qual havia sido adicionada uma preparação

biológica com atividade invertásica mantinha a capacidade de hidrolisar

sacarose mesmo após ser lavada.1

A partir de 1960, houve um aumento muito grande no número de

publicações sobre imobilização de enzimas, tendo em vista as potenciais

vantagens econômicas e operacionais que a técnica oferece para a tecnologia

enzimática. Em 1971, na primeira conferência em Engenharia Enzimática,

estabeleceu-se o uso da terminologia �enzima imobilizada� para os

biocatalisadores ligados a suportes insolúveis ou confinados em espaços

físicos definidos.1

Na prática três inconvenientes são freqüentemente encontrados em

reações catalisadas por enzimas não imobilizadas.11

!Muitas enzimas não são suficientemente estáveis dentro das condições

operacionais, e elas podem perder a atividade catalítica devido a altas

temperaturas, autooxidação, auto-digestão e/ou desnaturação pelo solvente,

e solutos ou devido a danos físicos.

!Já que enzimas são moléculas solúveis em água, seu uso repetido, o qual é

importante para viabilizar um processo econômico, é problemático devido ao

fato que elas são difíceis de serem recuperadas deste meio além da

separação dos substratos e produtos.

!A produtividade de processos industriais, medidas de rendimento em função

do tempo, é freqüentemente baixa devido ao limite tolerado pela enzima para

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

Estes problemas podem ser solucionados pela imobilização de enzimas

e outros biocatalisadores.19,24,25,26 Deve-se sempre considerar que a atividade

da enzima seja mantida após a imobilização, ou seja, não deverão ocorrer

alterações estruturais que levem a mudanças no seu sítio ativo.
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Estas técnicas de imobilização envolvem ou a ligação em um suporte

sólido insolúvel em água (ligação em suporte) ou ligações cruzadas

intermoleculares de enzimas por reagentes bifuncionais ou multifuncionais

(ligações cruzadas). Alternativamente, o biocatalisador pode ser confinado em

uma área restrita, onde permanece cataliticamente ativo (confinamento em

uma matriz sólida ou uma membrana de comportamento restrito), Figura 1.

Métodos para Imobilização de Enzimas

Confinamento Ligação Cruzada

Em microcápsula
(ágar, gelatina, quitosana)

= Enzima

AdsorçãoFísica (carvão ativo, K10)

AdsorçãoCovalente (celulose, sílica)

AdsorçãoIônica (celulose)

Em Matriz
(polímeros naturais e sintéticos)

(amberlite comhexametilenodiamina e
glutaraldeído)

Ligação em Suportes
Sólidos

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

Para imobilização via entrapeamento (intercalação ou confinamento),

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

polímeros são usados com alta confiabilidade.10
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Como conseqüência, a catálise homogênea utilizando uma enzima

nativa torna-se, então, uma catálise heterogênea quando biocatalisadores

imobilizados são empregados. Portanto, as constantes cinéticas medidas com

enzimas imobilizadas não são constantes cinéticas verdadeiras equivalentes as

obtidas em reações homogêneas. Estas são apenas valores aparentes devido

aos efeitos de difusão e partição.11

Dependendo da técnica de imobilização, as propriedades do

biocatalisador tais como: estabilidade, seletividade, valores de KM, pH, e

características de temperatura, podem ser alteradas significativamente,

algumas vezes para melhor ou para pior.19,25,27 Como exemplo, a enzima

quando imobilizada mantém a configuração estrutural devido às ligações de

hidrogênio ou à formação de complexos que ocorrem na superfície do material.

Estas interações facilitam a manutenção da estrutura original, causando um

aumento da estabilidade térmica. Pode-se observar, também, que o micro

ambiente da superfície do suporte e da enzima tem cargas que podem causar

uma mudança no pH ótimo de até 2 unidades. Observa-se com isto um

alargamento da região de pH na qual a enzima, em questão, atua. Isto permite

ainda que as enzimas que normalmente não têm regiões de pH semelhantes,

possam atuar em uma mesma reação, através dos �coquetéis enzimáticos�.19,25

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

microrganismos imobilizados:

!Podem ser reutilizados, inclusive em processos contínuos.

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

mudanças de pH e temperatura.

!O isolamento e purificação dos produtos são facilitados.

!A reação pode ser interrompida em qualquer estágio por simples filtração do

suporte com o biocatalisador.

!Em certos casos é possível utilizar dois diferentes biocatalisadores

imobilizados para realizar duas reações sucessivas. Assim, o isolamento do

produto intermediário pode não ser necessário.
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A literatura fornece um amplo estudo de enzimas e microrganismos

imobilizados em diferentes suportes e técnicas de imobilização, os quais

incluem a adsorção em materiais insolúveis, confinamento dentro de géis

poliméricos, encapsulamento em membranas, ligações cruzadas com

reagentes bifuncionais ou multifuncionais e ligação a um suporte

insolúvel.14,19,21,22,24,25,27,28,29

1.5.1 Montemorilonita K10 e Poli (óxido de etileno) (PEO) como Suportes
para  Biocatalisadores.

Os silicatos que ocorrem naturalmente em camadas são geralmente

denominados de argilas minerais. Essencialmente, elas são materiais

cristalinos finamente particulados (comumente< 2 µm).

A montmorilonita  (Mx[Al2-xMgx](Si4) O10(OH)2) é uma das argilas mais

comumente usadas, sendo disponível comercialmente pela denominação

�Mont-K10�. É uma esmectita composta de camadas de aluminosilicatos. Cada

unidade da camada é constituída por três folhas de T-O-T isto é: uma central

de alumina octaédrica entre duas de sílica tetraédrica, Figura 2. Entre as

camadas, existem cátions intercambiáveis, normalmente com água de

hidratação. A área superficial específica é da ordem de 600-800 m2/g. As

argilas esmectitas podem ser consideradas como polieletrólitos, ou polímeros

inorgânicos.30
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Figura 2. Estrutura da montmorilonita.31

A montmorilonita é uma argila também conhecida como bentonita, sendo

o constituinte principal nas cinzas vulcânicas. Ela é um dos mais efetivos

agentes desintoxicantes intestinais naturais disponíveis e é reconhecida como

tal por séculos ao redor do mundo. É insolúvel em água, mas uma vez

hidratada tem uma enorme área 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 espaços, por atrações

elétricas, bactérias, vírus patogênicos,  parasitas, formas de toxinas, pesticidas

e herbicidas. As moléculas da montmorilonita apresentam duas superfícies

amplas carregadas negativamente (superfície ácida), enquanto que as �bordas�

são positivas. 32

As qualidades de adsorção, bem como as de absorção da

montmorilonita,  podem ser a chave para suas inúmeras habilidades.33,34
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Utilizando-se destas propriedades da montmorilonita, Sorrilha e col., em

1992, realizaram os primeiros estudos utilizando-se este suporte em reações

de biotransformação; reações de redução de fenilcetonas através do fermento

de pão imobilizado em K10.35

Mais recentemente Rodrigues e col.36 utilizaram-se da metodologia de

Sorrilla e col.35 para a biorredução de α-metilenocetonas.

Outro suporte de grande interesse são os polímeros que podem ser

naturais, como o ágar, e sintéticos, como o poli (óxido de etileno) (PEO).  O

filme de PEO é um dos suportes citados para imobilização de enzimas.21,37,38 O

poli (óxido de etileno) é constituído de unidades monoméricas: (-CH2-CH2-O-)n.

Em comparação com outros suportes, tais como sílica, alumina e celite,

os polímeros hidrofóbicos como o poli (óxido de etileno) e poli (propileno),

levam a um aumento da atividade de enzimas da classe das lipases.39,40 Nestes

suportes, as enzimas são facilmente adsorvidas. Estudos de microscopia

eletrônica de varredura realizados por Crespo mostram que não há diferença

na morfologia de fratura do filme de PEO puro e com lipases. A morfologia da

superfície do filme de PEO com lipases revelou que as enzimas estão

localizadas preferencialmente na superfície do material polimérico.38

1.6 Parâmetros Quantitativos para a Determinação da
Enantiosseletividade de Reações Biocatalisadas.

Um substrato racêmico, quando submetido a uma reação enzimática,

sofre discriminação quiral entre os enantiômeros. Devido à quiralidade da

enzima, o enantiômero que melhor se ajusta no seu sítio ativo é convertido em

uma velocidade mais alta. Para assegurar uma alta seletividade para ambos os

enantiômeros, a diferença na velocidade de reação dos enantiômeros

individuais deve ser a maior possível. Em alguns casos ideais, a velocidade é

tão extrema que o "bom" enantiômero é transformado rapidamente e o outro

não é convertido. Então, a reação enzimática cessaria automaticamente em

50% de conversão, quando já não existe mais o enantiômero reativo.11
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O rendimento químico máximo de uma resolução cinética biocatalítica é

50% para cada enantiômero, isto é, quando apenas um dos enantiômeros

reagiu completamente. Na prática, a maior parte das resoluções enzimáticas de

substratos racêmicos não mostra uma situação ideal e a diferença na razão

das velocidades de conversão dos enantiômeros não é infinita, mas

mensurável. O que se observa nestes casos não é uma parada total da reação

em 50% de conversão, mas uma acentuada diminuição na velocidade próxima

a este valor. O resultado do processo é descrito pelo excesso enantiomérico do

produto (eep) e do substrato que não reagiu (ees), sendo o rendimento

fornecido pelo grau de conversão da reação (c).41 A velocidade de

transformação de cada enantiômero varia com o grau de conversão (c), logo, a

razão dos dois enantiômeros não permanece constante durante a reação.

Sih e col., em 1982, sentiram a necessidade de um método mais

adequado para o tratamento quantitativo de dados bioquímicos, que permitisse

a químicos sintéticos fazer predições úteis em seus trabalhos. Descreveram,

então, formulações sob a base teórica de Sharpless e K. Fajans, da

dependência de três parâmetros chaves: a extensão de conversão de

substratos racêmicos (c), a pureza ótica ou grau de enantiosseletividade,

expressa como excesso enantiomérico  do produto (eep) ou do substrato (ees)

que permanece sem reagir e a razão enantiomérica (E).42 O ee é definido como

a proporção do maior enantiômero menos o menor, expressa como uma

porcentagem.43

A enantiosseletividade das enzimas na resolução cinética de substratos

quirais é convenientemente expressa como a razão enantiomérica (E), que é

um parâmetro quantitativo e qualitativo do sistema. Embora a qualidade do

produto da resolução de um racemato seja caracterizada pelo excesso

enantiomérico, a razão enantiomérica (E) é um parâmetro muito importante,

pois descreve a dependência entre o grau de conversão (c) e o ee do substrato

e produto.

Este parâmetro que descreve a seletividade de uma resolução foi

introduzido como adimensional, o qual permanece constante durante a reação

e é somente determinado pelo �ambiente� do sistema, ou seja enquanto o
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excesso enantiomérico é uma propriedade do produto, a razão enantiomérica é

característica do processo.

Para um processo irreversível, tal como hidrólise biocatalítica, pode-se

determinar E quando ees, eep e c são medidos, utilizando-se das Equações 1,
2 e 3.

ps

s

eeee
ee c 
+

=  Eq. 1

( )( )[ ]
( )( )[ ]s
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ee1c1Ln
ee1c1Ln E 

+−
−−

=  Eq. 2

( )[ ]
( )[ ]p

p

ee1c1Ln
ee1c1Ln

 E 
−−
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=  Eq. 3

Em uma resolução biocatalítica, E é expresso como a razão das

constantes de especificidade, kcat/Km, para dois enantiômeros (constante de

velocidade aparente de segunda ordem para a reação entre uma enzima e um

substrato em uma concentração infinitamente pequena, onde kcat é a constante

catalítica e Km é a constante de Michaelis-Menten, que é a concentração de

substrato na qual a velocidade de reação é a metade da máxima).11

A relação entre os termos cinéticos, termodinâmicos e a

enantiosseletividade (E) de uma biotransformação é fornecido pela

Equação 4.43, 44

( )
( )

RT
∆∆G

e
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sKk
sKk  E
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mcat Eq.4
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Um valor elevado de E para um par �enzima-substrato� é essencial para

o sucesso de uma resolução cinética, já que isto assegura não apenas um

excesso enantiomérico elevado, mas também um rendimento

proporcionalmente alto.

Para propósitos práticos, um valor de E abaixo de 10 para qualquer

biotransformação torna-o inviável 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 não podem ser

atribuídos precisamente como conseqüência das incertezas intrínsecas aos

métodos analíticos de determinação de excessos enantioméricos (por exemplo,

RMN, HPLC, ou CG). Acima destes valores, uma pequena variação no excesso

enantiomérico do produto ou substrato provoca um aumento significativo no

valor numérico de E.11,42

1.7 Métodos Analíticos para a Determinação da Pureza Enantiomérica

Os enantiômeros tem propriedades físicas idênticas (ponto de ebulição e

fusão, solubilidade), exceto o sentido da rotação do plano de polarização da

luz. Apresentam propriedades químicas idênticas (comportamento

cromatográfico e espectroscópicos), com exceção para reações com outros

compostos oticamente ativos, ou seja, quando se tem uma influência quiral

externa.

Isto é importante para determinar a proporção dos dois enantiômeros em

uma mistura. A cromatografia gasosa e métodos espectroscópicos de análise

devem ser modificados para se ter uma influência quiral externa.45 Somente

assim os enantiômeros terão comportamentos diferentes um do outro e a

análise será possível.

O desenvolvimento de métodos não polarimétricos precisos para a

determinação da pureza enantiomérica, o qual começou nos anos sessenta,

tem sido decisivo no desenvolvimento da síntese assimétrica, permitindo uma

avaliação precisa e de confiança do grau de seletividade conseguido em uma

determinada reação.43
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1.7.1 Métodos Polarimétricos

O método clássico de determinação da pureza enantiomérica de uma

amostra  é medir sua pureza ótica usando um polarímetro. Determina-se assim

o ângulo de rotação ótica experimental da amostra e este é convertido para a

rotação ótica específica [α], grandeza característica de cada substância

oticamente ativa, Equação 5 .

Onde:

[α]TD = rotação ótica específica

α = rotação ótica observada

l = comprimento da cela polarimétrica, em dm

c = concentração da solução, em g de soluto por cm3 de solvente

T= temperatura (graus Celsius)

D = comprimento de onda de emissão da linha D do sódio (589 nm)

A medida da rotação ótica de uma amostra deve ser realizada sob

condições definidas de temperatura, solvente, concentração e em um dado

comprimento de onda de incidência da luz plano polarizada. Estes valores

podem ser comparados com rotações conhecidas de amostras

enantiomericamente puras de alguns compostos, medidos sob condições

idênticas. Este valor é comumente denominado de �pureza ótica�. Se a medida

for realizada sob condições rigorosamente controladas e calibrações

apropriadas, o valor pode ser igualado com o de �pureza enantiomérica�.46

A porcentagem de pureza enantiomérica é freqüentemente chamada de

�excesso enantiomérico� (ee) e ele é igual à �porcentagem de pureza ótica�.

Deve-se sempre considerar que o termo �pureza ótica� é aplicado para um

único enantiômero ou mistura deles e não deverá ser aplicado para misturas na

qual outro composto estiver presente.47 Pode-se, portanto, definir ee em termos

de rotação específica, Equação 6.

[α]T
D = α

l.c
Eq. 5
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Existem dois grandes problemas com este método de análise. Primeiro,

pureza ótica e pureza enantiomérica não são necessariamente equivalentes.

Por exemplo, a rotação ótica não varia linearmente com composição

enantiomérica do ácido 2-metil-2-etil-butanodióico em vários solventes apolares

e existem relatos de variações não lineares até mesmo em solventes polares.

Uma segunda limitação é que a literatura mostra muitos exemplos de valores

de rotação ótica incorretos para compostos que eram considerados

enantioméricamente puros.46

1.7.2 Cromatografia Gasosa

Um método atrativo para a análise de mistura de enantiômeros é a

cromatografia gasosa quiral (CG). Este método sensível não é afetado por

traços de impurezas e é rápido e simples de ser realizado. Está baseado em

associações moleculares que podem levar a um reconhecimento quiral

suficiente que resulte em uma resolução enantiomérica. A razão dos picos

fornece uma medida da composição enantiomérica da amostra precisa e

quantitativa. Tais medidas podem ser realizadas com um alto grau de precisão

(+0,05%).

O método utiliza uma fase estacionária quiral, a qual tem um agente que

auxilia na resolução de alta pureza enantiomérica. O enantiômero a ser

analisado é submetido a interações diasterioméricas rápidas e reversíveis com

a fase estacionária e portanto, pode ser eluído em diferentes velocidades.

A resolução dos enantiômeros pela cromatografia baseia-se na

diferença entre energias livres de formação dos intermediários

diasteroisoméricos transitórios formados durante à eluição. A designação da

configuração absoluta, portanto, envolverá a correlação da configuração

ee  = rotação específica observada

rotação específica do enantiômero puro
X100 Eq. 6
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molecular com a ordem da eluição do enantiômero. Outro fator importante no

parâmetro de CG é o da separação do pico, chamado de seletividade (α). 

Existem certamente limitações para o método, algumas das quais são

peculiares para a cromatografia gasosa. As amostras deverão ser

suficientemente voláteis e termicamente estáveis e, é claro, deverá ser

quantitativamente resolvida na fase quiral do CG.43

As ciclodextrinas ou seus derivados (α, β, γ) tem sido aplicadas com

muita ênfase na separação de enantiômeros pela cromatografia líquida ou

gasosa, através do desenvolvimento de colunas com fases estacionárias

quirais.48,49

1.8 Lipases

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) são enzimas

hidrolíticas em seu ambiente natural. Estas possuem a função de catalisar a

hidrólise de triacilgliceróis aos correspondentes ácidos graxos e glicerol. Elas

representam um grupo de biocatalisadores acessíveis e de baixo preço, que

em geral, são flexíveis quanto à sua especificidade.

Por um longo tempo as lipases foram consideradas como uma categoria

especial de esterases, as quais são altamente eficientes e capazes de catalisar

a hidrólise de moléculas agregadas em água.50 Portanto, a diferença mais

importante entre as lipases e outras hidrolases é a interação físico-química com

seus substratos.

Em contraste com as esterases que apresentam comportamento cinético

michaeliano, ou seja, a atividade aumenta com a concentração do substrato [S]

até um limite por saturação, as lipases não apresentam atividade enquanto os

substratos estão presentes na solução em estado monomérico.11,51

Contudo, quando a concentração do substrato está próxima ou

ultrapassa o seu limite de solubilidade, ocorre um rápido aumento na atividade.

A razão pela qual uma lipase não hidrolisa substratos que estejam abaixo de

uma concentração mínima (chamada concentração micelar crítica, CMC) e
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somente em concentrações acima desta é chamada de ativação interfacial,

Figura 3.11

Figura 3. Comportamento catalítico das ester

O mecanismo de ativação interfaci

conformacionais na enzima.

Uma maior compreensão sobre os m
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Figura 4. Representação esquemática da estrutura tridimensional da lipase

de Pseudomonas cepacia (PcL).53

Pode-se observar na Figura 5 o mecanismo de uma reação de

transesterificação catalisada por lipase, através da tríade catalítica. Nos

estados de transição I e II, a carga negativa gerada sobre o oxigênio após o

ataque nucleofílico é estabilizada através de ligações de hidrogênio pelos

resíduos de Ser83 e Leu147, que formam a cavidade do oxiânion na lipase.44
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Figura 5. Representação esquemática do mecanismo de uma reação de

transesterificação catalisada por lipase de Humicula lanuginosa.

É crescente o uso de enzimas hidrolíticas na indústria farmacêutica,

sendo bem conhecido o uso das lipases. As características de enantio e

estereosseletividade das lipases permitem sua utilização na resolução de

misturas racêmicas e remoção seletiva de compostos do meio reacional de

difícil realização por via química. Além disto, estas enzimas podem apresentar

excelente estabilidade na presença de solventes orgânicos nos quais os

substratos destas reações são solúveis.1

Com exceção de certos álcoois estereamente impedidos, as lipases

catalisam a acilação assimétrica de uma ampla faixa de substratos cíclicos e

acíclicos com enantiosseletividade entre moderada e alta.50, 54

Existem algumas metodologias biossintéticas que podem ser

empregadas na resolução de compostos racêmicos através de lipases e outras

hidrolases.23 Conforme mostrado nos exemplos das Figuras 655 e 756 o álcool
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ROH e o acetato ROAc opticamente enriquecidos podem ser obtidos através

da reação de transesterificação enzimática.

NHFmoc

O

OAlila

OH

NHFmoc

OH O

OAlila
NHFmoc

OAcO

OAlila
NHFmoc

OH O

OAlila
Acetato de Vinila, Pr2O,
      30oC, 3,5 dias

+
somente (+)-2

álcool de alila

Lipase PS (Amano)

(+)-1; 43% rend., 99% ee (+)-2; 46% rend. (-)-1; 91% rend., 96% ee

H2SO4 (Cat.), 80oC
(+)-1

Figura 6. Resolução enzimática do ácido (+) cis-β-hidroxipipecolínico (1).

Uma resolução enzimática eficiente do ácido (+)-1 foi obtida por Williams

e colaboradores.55 O composto (-)-1 é um intermediário chave na síntese do

antibiótico atitumoral, tetrazomina, Figura 6.

Na Figura 7, o álcool enantioméricamente puro (3) foi usado como

intermediário na síntese do (-)-cladospol A, catalisada por lipase B de Candida

antartica.56

OH

OAc

OH

OH

(+)
4-Pentenol-2

Lipase B, Candida antartica

Acetato de isopropenila
          25oC, 1h

Tampão fosfato 
  (pH 7,6), 25oC

Lipase B

Rend. 30%
ee~75%

Rend. 30%
ee 99%

Rend. 60%
ee 100%

(3)

Figura 7. Resolução enzimática do 4-pentenol-2.

A resolução enantiomérica é sempre realizada na etapa biocatalítica.

Dependendo da enzima, substrato e condições experimentais utilizadas podem

ser obtidos diferentes enantiômeros de ROH e ROAc através do emprego

destas técnicas. Portanto, diversos são os parâmetros que controlam a

enantiosseletividade das lipases, tais como: meio reacional, solventes

orgânicos, atividade da água, concentração e estrutura do substrato. 9, 57
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1.8.1 Lipases como Biocatalisadores em Meio Orgânico

Para reações em química orgânica preparativa, a água é considerada

um solvente ruim, pois muitos compostos são insolúveis na mesma. Este fato

pode ser interpretado como uma limitação para o uso da biocatálise

convencional.

Foi surpresa para muitos observar que algumas enzimas não são

desnaturadas rapidamente por solventes orgânicos. Nos anos oitenta uma

equipe de pesquisadores do �Massachusetts Institute of Technology�

popularizou o uso de lipases em solventes orgânicos.26

As lipases são extremamente estáveis em solventes orgânicos.9,15,58 A

facilidade com que estas enzimas aceitam uma variedade de substratos não

naturais e de tamanhos diversos sugere que a espinha dorsal da cadeia

polipeptídica é flexível e pode adotar diferentes conformações.

Outra característica é que as reações de esterificação catalisadas em

solventes orgânicos são freqüentemente mais enantiosseletivas que as

correspondentes hidrolíticas em água. 15,59,60

O solvente pode alterar a especificidade, quimiosseletividade,

regiosseletividade, seletividade pró quiral e enantiosseletividade das lipases e

outras hidrolases. Vários modelos foram propostos para explicar a mudança da

seletividade destas enzimas em função do solvente. Estes foram baseados na

alteração da flexibilidade conformacional do sitio ativo, na partição de grupos

funcionais do substrato ou do número de moléculas de solvente dispostas

interna e externamente à cavidade do sítio ativo e no tipo de solvente

empregado. Dependendo do substrato, foram observados comportamentos

diferentes para a mesma enzima. Nestes casos, foi sugerida a existência de

mais de uma possibilidade de ligação do substrato com a superfície da enzima.

As reações biocatalíticas em meio orgânico realizadas com lipases tem

as seguintes vantagens: 16,50

!Substratos não polares são transformados em maiores velocidades devido ao

aumento na solubilidade.
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!Equilíbrios termodinâmicos são em grande parte governados pela

concentração dos reagentes e a hidrólise de ésteres catalisadas por lipases

em água pode facilmente ser invertida, em meio não aquoso, na síntese de

ésteres ou transesterificações.

!A imobilização é freqüentemente, se a imobilização é desejada por outros

fatores, adsorsões experimentalmente desnecessária pelo fato dela poder ser

retirada do meio reacional por simples filtração após a reação, devido à sua

insolubilidade em solventes orgânicos. Mas simples podem ser realizadas,

sem problemas de dessorção.

!Ocorrem mudanças conformacionais na enzima durante a formação do

complexo enzima-substrato, e numerosas ligações de hidrogênio são

quebradas. Este processo é muito facilitado em um meio aquoso, o qual

garante que as quebras das ligações sejam rapidamente substituídas por

ligações de hidrogênio da água circundante. Por outro lado, este processo é

dificultado em solventes orgânicos e, como conseqüência, as enzimas

parecem estar mais �rígidas�.

Com isto, normalmente é possível controlar algumas das propriedades

catalíticas das enzimas (químio, régio e enantiosseletividade) pela variação dos

solventes.

Sabe-se agora da enorme importância que tem a otimização das

condições para serem realizadas uma biotransformação. Uma ampla faixa de

enzimas, diferentes temperaturas reacionais, diversos métodos de imobilização

e uma variedade de solventes devem ser testados antes de encontrar as

condições ótimas para a biotransformação.57,61,62,63,64,65 Carnell e col.66

realizaram todos estes testes para otimizar a biotransformação na obtenção do

acetato enólico [(+)-(s)-4] enantiomericamente puro, que foi utilizado como

intermediário para a síntese de um antagonista tacicinina NK-2. O efeito do

solvente foi importante na enantiosseletividade, sendo que o valor de E variou

de 1 (tampão fosfato) a 15 (THF), Figura 8.
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Et2O 1 66 85 6

CH3CN 6,5 52 53 5

Hexano 6,5 55 5,7 1

Tampão fosfato 2,5 56 0 1

Figura 8. Influência do solvente na resolução do acetato enólico catalisada

por lipase de Pseudomonas fluorescens.

Οs α-metileno-β-hidroxi ésteres são blocos de construção versáteis para

a síntese de muitos compostos importantes tais como produtos naturais

(quijanolida,67 micestericina E,68 terpenticina,69 ácido nécico,70 terpenóides, 71

feromôneos de insetos),72,73 heterocíclicos contendo nitrogênio74,75,76 e outras

moléculas biologicamente ativas.77,78 Estes compostos multifuncionais são

obtidos por uma única transformação sintética envolvendo uma reação de

catálise nucleofílica de ésteres α,β-insaturados com aldeídos, reação de Baylis-

Hillman, Figura 9.79,80,81

GER = Grupos Elétrons Retiradores
           Ex. COOR', COR', CN, SO2R�

R
CHO

+

GER
DABCO

R
GER

OH

Figura 9. Reação geral de Baylis-Hillman.
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Recentemente, têm sido feito muitos esforços para se obter produtos de

Baylis-Hillmam oticamente ativos. Entretanto, a resolução cinética é um dos

métodos mais úteis e convenientes. Alguns trabalhos realizados nos últimos

anos demonstram a viabilidade deste método.

Em 1990, Burgeess e col. realizaram estudos de resolução biocatalítica

de α-metileno-β-hidroxi ésteres e cetonas. A lipase de Pseudomonas AK bruta

mostrou melhor resolução através das acilações irreversíveis, via reação de

transesterificação. Diferentes substratos foram utilizados, para identificar os

fatores que influenciam na enantiosseletividade e no tempo da reação, (Figura
10).82

R' R"

OH

CH2

O

R' R"

CH2

OOH

R' R"

CH2

O
���
���
���

    OAc
�����
�����

Pseudomonas AK
Acetato de vinila

hexano, 25oC
+

R' = Me;  R" = OBu, OCH2CHCH2, OCH2CCH, OMe, Bu, (CH2)2Ph, O(CH2)2SPh
R" = Pr;  R" = OBu, OMe, Me

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

  

Figura 10. Resolução biocatalítica de α-metileno-β-hidroxiésteres e cetonas.

Este método é barato, experimentalmente simples e compatível com

diversos grupos funcionais que não são tolerados em catálises de metal-

transição e hidrogenação assimétrica.82

Basavaih e col. realizaram reações de hidrólise enantiosseletiva de

acetatos racêmicos, produtos de reações de Baylis-Hillman, com PLAP (Pig

liver acetone powder), também com o objetivo de desenvolver um método

viável para a síntese de produtos oticamente ativos, Figuras 11 e 12.83
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Figura 11. Reações de hidrólise enantiosseletivas de acetatos racêmicos,

produtos de reações de Baylis-Hillman, com PLAP.
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Figura 12. Reações de hidrólise enantiosseletivas de acetatos racêmicos,

produtos de reações de Baylis-Hillman, com  PLAP.

Embora a pureza enantiomérica dos álcoois produzidos não seja alta,

este método é de alta utilidade, pois é possível obter álcoois homoquirais,

ressubmetendo os acetatos dos álcoois enantioméricamente enriquecidos à

hidrólise enzimática.83
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Recentemente, Tsuboi e col.84 realizaram resoluções cinéticas através

da catálise enzimática utilizando lipases PS e AK para vários produtos de

Baylis-Hillman, como α-metileno β-hidroxi. Quando a lipase PS foi usada em

acetonitrila, as reações de transesterificação dos ésteres racêmicos 3-hidróxi-2-

metilenobutanoato de etila e 3-hidroxi-2-metilenopentanoato de etila ocorreram

com altos valores de razão enatiomérica, bons rendimentos químicos e

excessos enantioméricos, Figura 13.

A hidrólise dos derivados acetatos, etil 3-acetoxi-2-metilenopentanoato

com a lipase AK, formou os álcoois (R) enatiomericamente puros com valores

de E>321, Figura 14.84
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Figura 13. Resolução Ótica dos Produtos de Baylis-Hillman por

Transesterificação Enzimática.
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Figura 14. Resolução Ótica dos Produtos de Baylis-Hillman por Hidrólise

Enzimática.
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Estas moléculas multi funcionais estão presentes em muitas ocorrências

naturais e compostos biologicamente ativos, tais como feromônios e α-

metileno-β-hidroxi-γ-butilacetonas.83

1.9 Saccharomyces cerevisiae em Síntese Orgânica

A Saccharomyces cerevisiae, que utiliza glicose ou sacarose como fonte

de energia, é um dos biocatalisadores mais versáteis e baratos. A facilidade de

manuseio, que não requer nenhum cuidado especial, a torna alvo de escolha

quando se deseja conduzir reações de oxidação-redução. É preferencialmente

utilizado na forma de célula inteira, ao invés de enzimas isoladas, evitando

dessa forma o problema da dificuldade de reciclar o cofator, que é um passo

necessário quando se usa a enzima pura. As células inteiras apresentam uma

grande variedade de atividades enzimáticas. Portanto, o maior problema

encontrado neste tipo de biocatálise é a baixa seletividade, devido à ação

simultânea das várias enzimas presentes, que geralmente apresentam

diferentes cinéticas e velocidades de conversão para um mesmo substrato85.

No entanto, quando o processo não é satisfatoriamente seletivo,

modificações simples nas condições experimentais podem ser realizadas no

sentido de influenciar tanto a estereoquímica como a enantiosseletividade.86

Algumas das modificações mais comuns são o uso de solventes orgânicos, a

adição de inibidores ou co-substratos87,88 e as técnicas de

imobilização20,35,89,90,91,92,93, entre outras.2

Algumas enzimas hidrolíticas, como as lipases e as proteases, são

reconhecidamente retentoras da atividade catalítica em solventes orgânicos.

Entretanto, as dehidrogenases e redutases são diferentes das hidrolíticas e

requerem quantidades estequiométricas da coenzima NADH ou NADPH.

Devido ao alto custo, essas coenzimas são normalmente recicladas. A

utilização de células inteiras é uma maneira de resolver o problema de

reciclagem da coenzima. Porém, os solventes orgânicos freqüentemente

acarretam danos na membrana hidrofóbica da célula do microrganismo.
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O uso de solventes orgânicos é vantajoso devido à solubilidade do

substrato e à capacidade que possuem em impedir as reações laterais pela

água. Além disso, a seletividade da enzima do fermento pelo substrato pode

mudar em meio orgânico. A adição de pequenas quantidades de água é

necessária sob tais condições de reação, para que a enzima se mantenha

cataliticamente ativa.8 Já o isolamento de produtos de meios não aquosos é

bem mais fácil do que de meios aquosos, sendo este mais um grande

beneficio.94, 95

Nakamura e col. realizaram os primeiros estudos de redução de α-ceto

ésteres com fermento de pão (FP) seco não imobilizado em benzeno e hexano.

Observaram que a utilização controlada de gotas de água (0,4 equivalentes;

mL H2O/g FP) no sistema é indispensável para promover a redução. Já o

excesso de água suprime radicalmente a redução.94

Smallridge e col., em 1994, estenderam as investigações na redução de

β-cetoésteres com FP em uma série de solventes polares e não polares, num

estudo que foi completado verificando-se o efeito da influência da água na

reatividade.96 Estes resultados demonstraram clara e seguramente que a

reação é afetada tanto pela natureza do solvente, quanto pela razão

água/fermento (independente da razão água/solvente). Também foi constatado

que a redução do acetoacetato de etila 5 com FP em solvente orgânico

resultou na formação exclusiva de (S)-3-hidroxibutirato de etila com ee de 96%,

para todas as condições de reação empregadas. Estes resultados contrastam

com os obtidos por Nakamura e col.97, onde a redução de α-cetoésteres com

FP em água formou o enantiômero-S, enquanto que em solvente orgânico

obteve-se o enantiômero-R.96

Rotthaus e col. estudaram a redução de α- e β-cetoésteres (5-9) com FP

em hexano, tolueno, éter dietílico e acetato de etila.8 As reações de redução

em solventes orgânicos 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 tendência do ee na redução dos compostos

5 a 9, em solvente orgânico sugere que o aumento do comprimento da cadeia

no lado ceto do substrato está relacionada diretamente ao aumento da
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percentagem de produto com a configuração R. Estes resultados estão de

acordo com a regra de Prelog.11
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Uma série de (S)-β-hidroxiésteres foi preparada por Smallridge e col.

usando fermento de pão como mediador da redução de β-oxo-ésteres em éter

de petróleo (40-60oC).  Os produtos foram obtidos com rendimentos entre 56 e

96%, e alto grau de estereosseletividade (94-99% ee). Estes resultados são

superiores aos descritos na literatura quando as mesmas reações foram

conduzidas em fase aquosa (Figura 15).98

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

OR

O O
�����

OR

OOH
Fermento de Pão 

Imobilizado em crisotila

Figura 15. Redução com fermento de β-oxo-ésteres em solvente orgânico.

Mais recentemente, Kanda e col. verificaram que o duplo entrapeamento

da célula do fermento de pão com alginato de cálcio e pré-polímero uretano

(PU-6) torna-a suficientemente protegida do solvente orgânico para repetidas

reduções estereosseletivas, em reações de longa duração.99

Uma das contribuições mais recentes para o avanço dos estudos de

redução mediada por FP, em meio orgânico, foi realizada por Smallridge e

col.100 Eles observaram que a atividade do fermento decresce após 24 horas
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de exposição a solventes orgânicos e investigaram os fatores associados com

esta redução da atividade.

Em um estudo complementar, a facilidade de redução de β-ceto ésteres

foi relacionada à variação do tamanho da cadeia carbônica ligada ao carbono

ceto. A proximidade dos grupos mais volumosos à carbonila faz com que haja

uma diminuição na facilidade de redução. Finalmente, as β-ceto amidas são

consideravelmente menos reativas que os correspondentes β-ceto ésteres.101

Em outro trabalho, verificou-se que grupos metilênicos conjugados com

carbonilas e nitrilas podem ser reduzidos com um alto grau de

estereosseletividade e bons rendimentos.102 O fermento de pão também foi

utilizado na redução de α-metilenocetonas para obter as correspondentes α-

metilcetonas com alta enantiosseletividade com excessos enantioméricos de

88-99%.103

1.4.1 Influência da Adição de Açúcares em Reações de Redução por
Fermento de Pão.

Açucares, especialmente a trealose, e polióis são conhecidos como

estabilizadores de membranas protéicas. Atuam também como pequenas

moléculas anticongelantes produzidas por animais que vivem em ambientes

inóspitos. Seus efeitos de anticongelamento são devido às propriedades

coligativas �water-binding� e estas estão diretamente relacionadas à

concentração delas.104

A trealose, ou O-α-D-glicopiranosil-(1→1)α-D-glicopiranosídeo é um

dissacarídeo constituído por duas unidades de glicose e é um açúcar não

redutor, (Figura 16).
Ela é produzida por uma grande variedade de organismos, e conhecida

pela sua capacidade de proteção. Soluções de trealose também são muito

utilizadas na conservação de vacinas.105,106
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Figura 16. Estrutura da trealose.

Açúcares inibem o desdobramento das estruturas das proteínas durante

a etapa de secagem na liofilização porque substituem as pontes de hidrogênio

perdidas com a remoção da água.

O fato de a trealose atuar como estabilizador de membranas e protetora

para as células de fermento sob condições de estresse está bem documentada

na literatura.107 Postula-se que os grupos OH dos aditivos, especialmente os

equatoriais em moléculas de açúcares, podem ordenar as moléculas de água e

aumentar a sua estruturação. Entretanto, não existem evidências de que as

cabeças do grupo OH equatoriais em moléculas de açúcares estabilizem as

membranas ou proteínas in vivo.108

 Anchordoquy e col. estudaram a manutenção da estrutura quaternária

da lactato dehidrogenase. Foi  estudada a hibridização e recuperação da

atividade catalítica no processo de liofilização durante o congelamento e o

descongelamento utilizando polímeros (dextrana, Ficoll, polietileno-glicol),

açúcares (sacarose, trealose e glicose) e surfactantes (Tween 80, Brij 35, β-

ciclodextrina hidroxipropila). Os polímeros e principalmente os açúcares

evitaram a dissociação da lactato dehidrogenase durante estas etapas,

resultando em uma grande recuperação da atividade da enzima após a

liofilização e reidratação.109

Com este exemplo fica claro que o papel principal dos açúcares nas

reações em meio orgânico é substituir a água, que é necessária para atividade

da enzima.

Estes efeitos benéficos são observados mesmo em sistemas que não

formam sólidos vítreos 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 condições de crescimento e o estágio do ciclo de vida.

As concentrações intracelulares da trealose têm um papel importante na

habilidade de muitos organismos, incluindo fermentos, tolerarem condições

ambiente adversas. Altos níveis de trealose em fermento têm também

correlação com a resistência às condições de estresse do ambiente tais como:

desidratação, congelamento e choque por etanol. Como resultado, tem sido

proposto que a função principal da trealose é proteção contra as condições de

estresse do ambiente e não como reserva de carboidratos.110

O choque por etanol induz a síntese de trealose intracelular e de ácidos

graxos insaturados (na presença de oxigênio), bem como aumenta o total de

lipídios na célula. Este aumento produz longas cadeias de ácidos graxos

insaturados e um decréscimo das cadeias de ácidos graxos saturados curtas,

ajudando assim a fortalecer as bicamadas de lipídios, resultando em maior

integridade estrutural e em um aumento na resistência à toxicidade do

etanol.107

Também tem sido sugerido que o metabolismo respiratório confere

maior tolerância aos estresses para o fermento. Isto pode ser atribuído ao fato

de que mais trealose pode ser sintetizada durante a fermentação aeróbica do

que durante a anaeróbica.107
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2.JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de métodos eficazes para obter separadamente os

enantiômeros de um composto racêmico é fundamental, principalmente para

obtenção de moléculas precursoras, blocos de construções quirais, que podem

ser empregados na síntese de moléculas mais complexas como fármacos

quirais. Um enantiômero pode ser obtido de maneira usual através da

resolução de misturas racêmicas e de síntese assimétrica. Em ambos os

métodos, o uso de enzimas ou microorganismos tem crescido

significantemente.  Sabe-se, no entanto, que os métodos enzimáticos

apresentam limitações diante dos clássicos da química orgânica, mas

representam uma ferramenta sintética poderosa para complementar outras

metodologias na química orgânica sintética moderna.

A busca de uma metodologia mais eficiente para a utilização de enzimas

e microorganismos em síntese orgânica nos levou a estudar sistemas

alternativos que melhor se adaptassem às condições sintéticas desejadas.

Muitas técnicas vêm sendo empregadas e apresentam vantagens e

desvantagens em suas aplicações sintéticas na química orgânica.

A técnica de imobilização de enzimas foi escolhida, sendo investigadas

várias metodologias para a proteção de células de Saccharomyces cerevisiae

(FP), visando à sua utilização em reações de redução de compostos

carbonílicos em meio orgânico, que são utilizados como blocos de construção

quirais na síntese de vários produtos naturais (feromônios) ou fármacos. Neste

mesmo sentido, estudou-se a influência da adição de sacarose e trealose na

reação de redução do acetoacetato de etila e α-cloroacetofenona com FP

imobilizado ou não, investigando a influência dos açúcares na proteção das

células de Saccharomyces cerevisae contra a toxicidade do solvente orgânico.

Estes complementam os estudos já realizados por nosso Grupo de Pesquisa

com relação a metodologias para a proteção das células de Saccharomyces

cerevisiae do meio reacional. 111

A resolução cinética é considerada um dos métodos mais úteis e

convenientes para obtenção de moléculas multifuncionais oticamente ativas.
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Sendo assim, realizou-se a resolução enzimática com lipase de Pseudomonas

sp livre e imobilizada de produtos racêmicos de reações de Baylis-Hillmam,

para avaliação e otimização do processo e utilização desta metodologia em

trabalhos corriqueiros de químicos orgânicos sintéticos.

Este projeto foi desenvolvido em conjunto com o Grupo de Pesquisa do

professor Paulo José S. Moran, do Instituto de Química da UNICAMP.

Os produtos racêmicos das reações de Baylis�Hillman foram

sintetizados e caracterizados por Luciano Fernades, e Prof. Dr. Marcus C. M.

Sá, do Departamento de Química da UFSC.
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3.OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Explorar metodologias de imobilização de enzimas e microorganismos

para obter maior estabilidade na atividade e na estereosseletividade das

mesmas em meio orgânico. Com isso, pretende-se obter compostos orgânicos

enantiomericamente puros que atuem como precursores na síntese de

moléculas com alto grau de complexidade estrutural. Por exemplo, cita-se a

obtenção de haloidrinas e α-metileno-β-hidroxi ésteres quirais, que podem ser

usadas como blocos de construção para a síntese de vários produtos naturais

ou fármacos oticamente ativos.

3.2 Objetivos Específicos

!Investigar diferentes metodologias para a proteção de células de

Saccharomyces cerevisiae (FP), na reação modelo de redução do acetoacetato

de etila, visando a padronização de metodologias de imobilização para reações

de redução de compostos carbonílicos em meio orgânico.

! Verificar a eficiência dos sistemas de proteção em estudo quando se tem um

substrato tóxico para o FP, como a α-cloroacetofenona, juntamente com a

facilidade de sua extração do meio reacional.

! Utilizar as melhores metodologias de proteção das células de

Saccharomyces cerevisiae (FP), para comparar a enantiosseletividade e

porcentagem de conversão com fermento de pão livre para efetuar reações de

redução biocatalisadas de cetonas pró 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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! Investigar a influência da adição de trealose e sacarose em reações de

redução, mediadas por fermento de pão, do acetoacetato de etila e da α-

cloroacetofenona, para minimizar a toxicidade do solvente orgânico.

! Avaliar os sistemas de proteção da célula do fermento de pão (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 não imobilizados (FP, FP/S e FP/T).

! Realizar a resolução dos produtos recêmicos das reações 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  transesterificação enantiosseletiva enzimática, utilizando lipase

de Pseudomonas sp (PS) livre e imobilizada em poli (óxido de etileno) � PEO,

sílica e montmorilonita K10 em solventes orgânicos, para obter compostos

oticamente ativos.
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4.PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes Utilizados na Biotransformação com Saccharomyces
cerevisiae (FP)

Fermento de pão (FP) biológico, instantâneo 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

adições aos suportes de soluções de sacarose (S) ou trealose (T).

Acetoacetato de etila e α-cloroacetofenona (Carlo Erba) e as acetofenonas pró-

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 purificação. Os produtos racêmicos utilizados como padrões

para CG quiral, (+)-3-hidroxibutanoato de etila e (+)-2-cloro-1-fenil-etanol, foram

obtidos através da reação de redução das respectivas cetonas com NaBH4

(Aldrich Chemical Co.).112

4.1.2 Reagentes Utilizado na Biotransformação com Lipase de
Pseudomonas sp

Os substratos utilizados nas resoluções biocatalíticas dos α-metileno-β-

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 reação do acrilato de metila (Aldrich) com o respectivo aldeído

(acetaldeído, butiraldeído; Aldrich) na presença do catalisador DABCO

(Aldrich), à temperatura ambiente por 5-7 dias, as caracterizações

espectroscópicas estão de acordo com os dados publicados (ver ítens 4.2.2,
4.2.3).67,71,72
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Figura 17. Resoluções biocatalíticas, de α-metileno-β-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 não havia sido descrito na literatura, ele foi preparado e

completamente caracterizado por dados espectroscópicos de IV e RMN (ver

ítem 4.2.4).

Os acetatos racêmicos (13, 14), usados como padrões para a análise no

CG quiral, foram obtidos pelo tratamento dos compostos 10 e 11 com cloreto

de acetila e trietilamina (MALLINCKROD) em CH2Cl2 (MALLINCKROD) a OoC

por 2h.70,71,73 Todos os compostos foram isolados com bons rendimentos (81%

para o composto 13), após purificação por coluna cromatográfica tipo flash

(hexano/AcOEt 9:1). Forão completamente caracterizados por dados

espectroscópicos de IV e RMN (ver ítem 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(óxido 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 reações utilizou-se hexano (Grupo Química) como solvente

para o meio reacional. Este foi purificado através de lavagem com ácido

sulfúrico e neutralização, seguida de destilação (p.e.=68oC; p.e.literatura=69oC).113

A pré-purificação dos produtos obtidos foi realizada por coluna cromatográfica

de sílica (Carlo Erba, 0,05-0,20 mm).
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4.2 Caracterização dos Compostos

Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN1H)

foram obtidos em um espectrômetro da Bruker AC 200MHz, utilizando como

referência interna tetrametilsilano (TMS, δ = 0,00 ppm). O solvente utilizado nas

análises foi clorofórmio deuterado.

Os cromatogramas e espectros de massas foram obtidos em um

cromatógrafo a gás GC-MS-QP5000 da Shimadzu, equipado com coluna da

Supelco (Simplicity 1 Capillary Columm, 30 m x 0,25 mm x 025 µm, No 11702-

05B) instalado no Instituto de Química da UNICAMP. As determinações dos

excessos enantioméricos dos produtos e substratos das reações de biocatálise

foram realizadas no cromatógrafo gasoso da  Shimadzu - GC-14B, com uma

coluna capilar de fase estacionária quiral, CHROMPACK (chirasil - DEX CB

25m x 0,25mmID x 0,25 µm). Nesta fase a molécula de β-ciclodextrina está

quimicamente ligada ao filme de dimetilpolisiloxano. Esta ligação impede a

ciclodextrina de migrar para as diferentes localidades na superfície do filme,

pois está quimicamente ligada.

As condições de análise da CG-quiral foram determinadas para cada

composto. Primeiramente, os padrões racêmicos previamente sintetizados

foram submetidos a CG-quiral para obter as melhores condições de separação

dos enantiômeros. Em seguida, os produtos de síntese foram analisados sob

as mesmas condições. A programação utilizada para separar os enantiômeros

dos substratos e produtos será mostrada quando os mesmos estiverem sendo

citados.

As rotações ópticas específicas foram medidas em um Polarímetro-

Polartronic E da Schmidt-Haensch.

4.2.1 Purificação e Identificação dos Produtos

As reações foram acompanhadas através de retiradas periódicas

(intervalos de 24h) de alíquotas do meio reacional por análises por c.c.d,

RMN1H (200 MHz) e cromatografia gasosa (CG). Os produtos, identificados por
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estas mesmas técnicas, também foram analisados por medidas de rotação

óptica. As medidas de excessos enantioméricos foram determinadas por CG,

com uma coluna quiral, e as condições de análises estão demonstradas na

Tabela 2.

A purificação dos compostos de Baylis-Hillman e seus derivados

acetatos racêmicos foi feita através de técnicas cromatográficas por

cromatografia de coluna. Os rendimentos dos produtos foram determinados por

análises quantitativas através do espectro de RMN 1H e de cromatografia

gasosa com fase quiral (β-CD).

Tabela 2. Condições de programação do GC-14B, para os diferentes

substratos.

Substratos*

Parâmetros Acetoacetato de

etila
Acetofenonas

(R-S)- α-

metileno-β-

hidroxi ésteres

Temperatura Inicial 700C 900C 800C

Temperatura final 1500C 1500C 1500C

Taxa de aquecimento 20C/ min. 30C/ min. 20C/ min.

Injetor: split, 200:1 2500C 2500C 2500C

Detector: FID 2750C 2750C 2750C

Pressão do gás carreador

(H2)
75kPa 75kPa 75kPa

Volume da amostra 1 µL 1 µL 1 µL

* Utilizou-se hexano como solvente.

4.2.2 Caracterizações Espectroscópicas (R,S)-3-Hidroxi-2-
Metilenobutanoate de Metila (10)

IV: 3426, 1734 and 1645 cm-1; RMN 1H: δ 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) e 6.21 (s, 1H).
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4.2.3 Caracterizações Espectroscópicas (R,S)-3-Hidroxi-2-
Metilenohexanoato de Metila (11)

IV: 3440, 2958, 2874, 1718 and 1630 cm-1; RMN 1H: δ 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 Preparação e Caracterização Espectroscópicas do (R,S)-3-Hidroxi-2-
Metileno-3-(2-Naftil)-Propanoato de Metila (12)

Para uma solução contendo 260 mg de 2- naftaldeído (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 agitação por 72 h a 25oC. A reação foi

então diluída em CH2Cl2 (10 mL), lavada com 5% HCl (5 mL) e H2O (5 mL),

seca com Na2SO4 e concentrada sob pressão reduzida. O resíduo sólido obtido

foi filtrado em cromatografia tipo flash com sílica gel (hexano/AcOEt 9:1), e o

solvente removido sob vácuo, fornecendo 325 mg do composto 12, (81%); p.f.

98-99°C; IV: 3330, 3045, 1730 e 1645 cm-1; RMN 1H (ppm): δ 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). Análise

Elementar Calculada para C15H14O3 (%): C, 74.36; H, 5.82. Encontrada: C,

74.13; H, 5.90.

4.2.5 Caracterizações Espectroscópicas (R,S)-3-Acetoxi-2-
Metilenobutanoato de Metila (13)

IV: 1742 and 1634 cm-1; RMN 1H: δ 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 Caracterizações Espectroscópicas (R,S)-3-Acetoxi-2-
Metilenohexanoato de Metila (14)

IV: 1726 and 1634 cm-1; RMN 1H: δ 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 Proteção da Célula de Saccharomyces cerevisiae
para Utilização em Reações de Redução em Meio Orgânico.

4.3.1 Procedimento Geral para a Adsorção e Recobrimento do FP

Uma suspensão com 2,0 g de FP seco e 6,0 g de montmorilonita K10,

em aproximadamente 100 mL de água foi agitada vigorosamente por uma

noite, à temperatura ambiente. A mistura de FP/K10 foi então filtrada a vácuo,

seca sob corrente de ar e triturada até resultar em partículas finas. Uma

solução de 0,5 g de gelatina em 5,0 mL de água foi aquecida até 50oC, e em

seguida resfriada a +30oC e misturada ao sólido FP/K10. A mistura FP/K10/G

resultante foi seca sob corrente de ar.

4.3.2 Procedimento Geral para a Reação de Redução do Acetoacetato de
Etila

Em um erlenmeyer foram colocados 100 mL de hexano, e em seguida o

biocatalisador foi adicionado, sob agitação magnética. Para os sistemas com

água ou solução de sacarose (S) ou trealose (T), esta foi gotejada lentamente

sob agitação magnética vigorosa. Após a adição de 0,2 mL (1,57 mmoles) de

acetoacetato de etila, as reações foram mantidas sob agitação em um banho

termostatizado tipo Dubnoff a 20 e 30oC por 24 horas.  As diferentes condições

experimentais testadas estão 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 adição de sacarose.
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Tabela 3. Diferentes condições experimentais empregadas nas reações de

redução de acetoacetato de etila em hexanoa.

Entradas Sistemas H2O

(mL)

FPb

(g)

K10c

(g)

Gd

(g/mL)

Sacarose(S)

(g)

1 FP 1,6 2,0 _ _ _

2 FP/S (ou T) 1,6 2,0 _ _ 0,16

3 FP/G 1,6 2,0 _ 0,1 _

4 FP/G/S (ou T) 1,6 2,0 _ 0,1 0,16

5 FP/K10 1,6 2,0 6,0 _ -

6 FP/K10/S (ou T) 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 (ou T) 1,6 2,0 6,0 0,1 0,16

a) Os experimentos foram realizados em duplicatas para comparação dos resultados; b) FP
= fermento de pão; c) K10 = montmorilonita K-10; d) G = gelatina, temperaturas: 20 e 30oC.

4.3.3 Procedimento para a Reutilização do Biocatalisador na Reação de
Redução do Acetoacetato de Etila

Após o término de cada reação e a filtragem a vácuo do sobrenadante e

lavagem do suporte com hexano (3 x 30,0 mL), testou-se a reutilização 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 reações de reutilização foram monitoradas conforme discutido no item

4.2.1.

4.4 Procedimento Geral para a Reação de Redução da α-Cloroacetofenona

Utilizaram-se as metodologias de adsorção e recobrimento já descritas.

Todavia, as quantidades foram o dobro das utilizadas nos ensaios

experimentais, pois verificou que para este substrato não há formação de

produtos com as mesmas quantidades. Os melhores resultados foram obtidos
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para a reação modelo com os sistemas FP/K10/G/S e FP/S. Estes dois

sistemas determinaram portanto, os ensaios de redução da α-cloroacetofenona

em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) e temperaturas (20 e 30oC). A

estereosseletividade foi avaliada nestas condições. Para cada sistema

(FP/K10/G e FP), foram adicionados 50 mL de hexano e estes submetidos à

agitação magnética. Com uma bomba peristáltica e agitação magnética

vigorosa, foram adicionadas vagarosamente uma solução de 0,32 g de

sacarose ou trealose em 3,2 mL de água. Sob agitação tipo Dubnoff foram

adicionados 0,2 g (1,3 mmoles) de α-cloroacetofenona. Após 24, 48 e 72 horas

de reação, o meio reacional foi separado do suporte por filtração,  pré-

purificado em uma coluna cromatográfica de sílica para eliminar partículas

provenientes do FP, e o solvente evaporado em evaporador rotatório. A análise

da mistura reacional foi realizada por CG com fase estacionária quiral,

utilizando-se o hexano como solvente.

4.4.1 Procedimento para a Reutilização do Biocatalisador na Reação de

Redução da α-Cloroacetofenona

A reutilização dos dois sistemas foi testada, adicionando-se novamente

0,2 g (1,3 mmoles) de α-cloroacetofenona e 50 mL de hexano; após a filtragem

a vácuo do sobrenadante e  lavagem do suporte com hexano (3 x 30,0 mL) sob

agitação magnética. Estas reações foram monitoradas conforme descrito no

item 4.2.1.

4.5 Procedimento Geral para Reações de Redução Enantiosseletiva de
Diferentes Cetonas

As reações de redução do acetoacetato de etila e α-cloroacetofenona

foram estudadas utilizando FP livre e FP imobilizado em K10.111 As melhores

quantidades e condições foram utilizadas para outros substratos. Aos sistemas

FP/K10/G e FP sem proteção, em 50 mL de hexano, foram adicionados 3,2 mL

de solução de sacarose 10%(S). Os sistemas FP/K10/G/S e FP/S foram



                                                                                                                                        PARTE EXPERIMENTAL

49

utilizados nas reações de redução de diferentes acetofenonas pró-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 reações foram mantidas sob agitação em banho de água

termostatizado (tipo-Dubnoff) a 20oC e/ou 35oC. Foram coletadas alíquotas a

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

4.6 Procedimento para as Reações Controle

Para todas as biotransformações, as reações controle foram realizadas

utilizando FP sem qualquer método de imobilização. O procedimento geral para

estas reações foi a adição das mesmas quantidades de FP, solvente e

reagentes que as utilizadas nas reações com o FP imobilizado. Como exemplo,

estudou-se a redução do acetoacetato de etila 0,2 mL (1,57 mmoles) na

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

4.7 Procedimentos para a Resolução Biocatalítica de α-Metileno-β-Hidroxi
Ésteres – Produtos de Baylis Hillman

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

Solubilizou-se 500 mg de PEO em 25 mL de água, com agitação

constante por 12 horas. Após este período, quantidades conhecidas (50-500

mg) da lipase de Pseudomonas sp (PS) foram adicionadas e o sistema foi

mantido sob agitação 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 formação do filme. Este foi cortado em pedaços de aproximamente

3mm2 e adicionado no meio reacional. A lipase de Pseudomonas sp é

equivalente a Pseudomonas cepacia.114,115
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4.7.2 Imobilização da PS em Sílica e K10

Foi feita uma suspensão da lipase (PS) em água com concentração de

10 mg/mL. Esta foi misturada com sílica gel (500 mg) ou K10 (500 mg), em 10

mL de água, a temperatura ambiente. Após 5 horas de agitação a mistura foi

filtrada e o sistema resultante (PS/sílica ou PS/K10) seco em corrente de ar por

uma noite.

4.7.3 Procedimento Geral para Resolução Biocatalítica

A resolução enzimática dos α-metileno-β-hidroxi ésteres, obtidos da

reação de Baylis-Hillman, foi realizada com os sistemas PS livre(PSL) e PS

imobilizada em PEO, sílica ou K10 (PS/PEO, PS/sílica 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/sílica 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 reações foram realizadas em um banho

termostatizado tipo Dubnoff a 35oC.

Para a determinação da porcentagem de conversão e excessos

enantioméricos, fez-se uso da CG quiral, (ítem 4.2). A razão enantiomérica (E)

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

4.7.4 Procedimento para Reutilização do Biocatalisador na Resolução
Biocatalítica do (R,S)3-Hidroxi-2-Metilenobutanoato de Metila (10)

Foram realizados testes preliminares para a reutilização da lipase PS livre.

Após a utilização da PS/livre na resolução biocatalítica 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

avaliação foi feita por ccd.
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 A primeira reutilização foi feita após a enzima ter sido estocada em

hexano (50 mL) por 24 horas sob refrigeração. 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 reutilização da PS/livre foi realizada após 30 dias de

estocagem nas mesmas condições anteriores. Todas as reações foram

monitoradas por CG quiral (item 4.2.1).

.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados serão apresentados e discutidos primeiramente para as

diferentes metodologias de proteção das células de Saccharomyces cerevisiae

(FP), verificando a eficiência dos sistemas em reações de redução de

compostos carbonílicos. Na seqüência será apresentada e discutida a

influência da adição de trealose e sacarose nas reações de redução mediadas

por FP, em solvente orgânico. Posteriormente, serão apresentados os

resultados obtidos para a resolução dos produtos das reações de Baylis-

Hillman, via transesterificação enzimática.

5.1 Metodologias de Proteção das Células de Saccharomyces cerevisiae

5.1.1 Redução Enantiosseletiva do Acetoacetato de Etila Mediada por
Fermento de Pão: Padronização das Metodologias de Imobilização

A reação de redução do acetoacetato de etila foi utilizada como modelo

em todos os estudos dos processos de imobilização e recobrimento, com a

finalidade de padronizar uma metodologia para os outros substratos, Figura
18.

15 - S (+)

CH3 O

O O

CH3
����

CH3 O

O

CH3

OH

diferentes sistemas de

biotransformações

Figura 18. Redução biocatalítica do acetoacetato de etila.

Muitos detalhes desta reação modelo são bem conhecidos, principalmente

considerando-se que o valor do excesso enantiomérico do álcool produzido

pode ser facilmente monitorado por CG com uma coluna com fase estacionária

quiral. Além disto, β-hidroxiésteres enantiomericamente puros tem sido usados

como precursores importantes, que podem servir como intermediários ou
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blocos de construção quirais (�chiral building blocks�) na síntese de diversos

compostos de importância biológica.

Entre vários exemplos, o (S)-(-)-3-hidróxi-butanoato de etila é um dos

álcoois quirais mais utilizados como percursor, por exemplo dos compostos:

(S)-(+)-sulcatol que é um insumo importante para a síntese de outros produtos

naturais; (R)-lavandulol que é um aditivo importante na indústria de perfumes e

o (R)-(+)-recifeiolídeo, um macrolídio natural isolado de Cephalosporum

recifei.101,116

Estudos anteriores realizados por Moran e col.35,91 demonstraram que a

relação ideal de FP fresco (que contem 70% de umidade) e K10 é de 1:1.

Neste trabalho foi usado o FP desidratado e a proporção biocatalisador :

suporte, foi 1:3. Não foi observada qualquer diferença na obtenção do produto

final, após a hidratação do FP, antes de sua adsorção em K10 com solução de

KCl (2%) e sacarose (razão de sacarose/ FP 1:1).

Sabe-se que a utilização de água entre 0,2 a 1,2 mL de água por grama

de fermento seco, adicionadas ao meio reacional é indispensável para que

ocorra a reação.94,96, 97,101

Foram realizados testes para estabelecer a quantidade ideal de água,

dentro da faixa estipulada pela literatura como aceitável, que pode ser

adicionada ao meio sem alterar a morfologia dos sistemas em estudo (FP,

FP/K10, FP/G, FP/K10/G). O valor máximo de água adicionada foi de 0,8 mL

por grama de FP, quantidade esta que ainda preserva a área superficial dos

sistemas de ser diminuída por aglutinação.

Além do hexano como solvente, foi também testada uma mistura de

acetato de etila/hexano (20:80). Neste caso, a formação de produto não 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 reação FP (Tabela 3, Entrada 1, p. 46) a

porcentagem de conversão foi de apenas 42%. Isto ocorreu provavelmente

devido à inativação das células causada pelo aumento da polaridade do
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solvente. A interação entre o solvente orgânico e a água de hidratação das

enzimas dependerá da natureza do solvente. Solventes hidrofílicos tendem a

remover ou distorcer a proteção destas camadas de água. A água intracelular

dos microorganismos tende a ser retirada por esta classe de solvente,

inativando o sistema enzimático do microorganismo. Assim, os solventes

hidrofóbicos interagem menos com a água e são os mais adequados para

reações em meio  não aquoso. 96,97

Realizaram-se os cálculos de rendimentos para a obtenção do (S)-(+)-3-

hidróxi-butanoato de etila (15), utilizando os sistemas: FP/K10 e FP/K10/G

(Tabela 3, Entradas 5 e 7, p. 46). As reações foram mantidas sob agitação

magnética por 24 horas à 20oC.

Após 24 horas de reação, pode-se constatar, através das análises por

CG-EM do produto final com os dois sistemas, que apenas o (S)-(+)-3-hidróxi-

butanoato de etila havia sido formado. Através de pesagens em balança

analítica obteve-se 27,2% do produto da reação 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

reação 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 agitação magnética 3 x 30,0 mL), para tentar extrair o máximo de

produto que eventualmente teria ficado retido no suporte. Conseguiu-se extrair

mais 45,9% e 41,8% de produto da reação de redução 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 não puderam ser mais

reutilizados devido à inativação das células de Saccharomyces cerevisiae pelo

acetato de etila. Então, adotou-se a lavagem com hexano (3 x 30,0 mL) sob

agitação magnética, após o término de cada reação para obter um maior

rendimento. Mesmo não sendo o melhor solvente para extração, ele garante
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uma maior preservação das células para os estudos de reutilização. Como foi

padronizada a metodologia para todos os sistemas, o erro ocorrido por não

extrair todo o reagente e produto dos suportes, foi sistemático e não deverá

influenciar na análise dos resultados.

Conforme esperado, não houve formação de produto quando a reação

foi realizada na presença de K10 sem a adição de FP, ou com FP sem a adição

de água, evidenciando a sua importância nas biotransformações.

Os resultados obtidos para a redução do acetoacetato de etila à 20oC,

com os diferentes sistemas de imobilização do FP em função do número de

reutilizações, estão apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Porcentagem de conversão (%c) do acetoacetato de etila em (S)-

(+)-3-hidroxibutanoato de etila mediada por FP em diferentes

sistemas de imobilização e em função do número de reutilizações,

em hexano a 20oC.
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Verificou-se por CG quiral que com os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/S

a 20oC, após 24 horas de reação, obteve-se 100% de conversão 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

conversão, sendo de 73-94%. O melhor sistema de proteção das propriedades

catalíticas das enzimas nas células de Saccharomyces foi FP/K10/G/S.

Observou-se a biorredução do acetoacetato de etila para o 15-(S)-(+),

enantiomericamente puro, com conversão de 19% na quarta reutilização, sem

a formação de subprodutos.

Nas reações efetuadas a 30oC, também foram obtidos 100% de

conversão 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 reutilização. Com o

sistema FP/K10/G/S, obteve-se o produto com 19% de conversão na primeira

reutilização, mostrando uma modesta proteção para as células do FP. Após a

primeira reação, todos os sistemas foram avaliados em até quatro reutilizações.

Os resultados obtidos para a redução do acetoacetato de etila a 30oC,

com os diferentes sistemas de imobilização do FP em função do número de

reutilizações, estão apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Porcentagem de conversão (%c) do acetoacetato de etila em (S)-

(+)-3-hidroxibutanoato de etila, mediada por FP, em diferentes

sistemas de imobilização e em função do número de reutilizações,

em hexano a 30 oC.

Através da análise das Figuras 19 e 20, pode-se verificar que a partir da

segunda reutilização, ou seja a terceira reação a que o sistema foi submetido,

as porcentagens de conversão diminuíram significativamente, principalmente a

30oC. Esta diminuição tornou-se menos acentuada quando sistemas de

proteção, na presença de sacarose, foram empregados.

A temperatura exerceu influência na desativação das redutases do FP.98

Como conseqüência, provavelmente ocorreu a desativação das enzimas após

24 horas e obtiveram-se valores de conversão menores do que quando as

reações foram realizadas a 20 oC .

Independente do método de imobilização e da temperatura, os valores

de ee, analisados por CG quiral, foram superiores a 99%. Em todos

experimentos apenas um enantiômero foi detectado. As condições
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cromatográficas pré-estabelecidas para a separação dos enantiômeros e as

medidas de rotação ótica [α]TD (Tabela 6, p.66) indicaram a formação apenas

do (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila.85,117

A configuração absoluta dos produtos de redução por FP pode ser

racionalizada pela regra de Prelog.11 A adição de hidreto para o átomo de

carbono carbonílico é estereocontrolada para que um dos enantiômeros do

álcool secundário seja formado predominantemente. O modo preferencial de

redução é geralmente estabelecido pelo tamanho dos substituintes ligados ao

grupo carbonílico.7

Utilizando os sistemas FP/K10, FP/G e FP/K10/G sem a adição de

sacarose, a %c diminuiu consideravelmente em relação aos mesmos com

adição de sacarose, nas temperaturas de 20 e 30oC. Estes resultados podem

estar associados ao fato de que a sacarose, da mesma forma que a trealose

não está atuando somente como reserva de carboidrato, mas também como

proteção para as células de Saccharomyces cerevisiae contra o estresse do

meio reacional causado pela presença de solvente orgânico e aumento da

temperatura.107,108,110 Os resultados são apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Porcentagem de conversão (%c) do acetoacetato de etila em (S)-

(+)-3-hidroxibutanoato de etila com FP imobilizado em diversos

sistemas, em hexano.

Sistemas c (% ), 20 oC c (% ), 30 oC

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 diferenças nas conversões ao

produto foram as maiores, sendo de 73 e 94% respectivamente.

Provavelmente, isto ocorreu devido a menor retenção do reagente e produto

nas redes poliméricas da gelatina (G), quando comparado ao K10. Este

resultado também pode estar associado à maior estabilidade do FP pela maior

quantidade de água presente na estrutura da gelatina.

Constatou-se também que se o FP não imobilizado permanecer por

mais de 24 horas em contato com o solvente orgânico, há o aparecimento de

subprodutos, que foram detectados por análises cromatográficas. Porém, com

o sistema FP/K10/G/S houve uma maior resistência quanto à formação de

subprodutos . Estes não foram detectados por CG quiral. O aparecimento de

subprodutos pode estar relacionado à possibilidade de rompimento da parede

celular, devido ao lixiviamento desta pelo solvente orgânico ou pelo aumento

da temperatura, fazendo com que o material intracelular migre para o meio

reacional.
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5.1.2 Redução Enantiosseletiva da α-Cloroacetofenona Mediada por
Fermento de Pão

Os produtos obtidos na redução estereosseletiva de α-haloacetofenonas

são de grande interesse. Eles podem ser usados para obtenção de haloidrinas

que são blocos de construção quirais para alguns produtos naturais e fármacos

oticamente ativos.118

A biorredução da α-cloroacetofenona tem sido realizada com FP em

meio aquoso e em diversos sistemas como exemplificado abaixo: 91,118

√Reações de redução com adição de pequenas quantidades de ZnSO4, ou

sem adição de sacarose, mas empregando uma grande quantidade de FP. O

estudo da adição lenta do substrato foi efetuado para observar o efeito da

concentração deste no meio reacional, sabe-se que à baixa concentração do

substrato o rendimento químico aumenta mas a pureza ótica é moderada.

Nestes casos o melhor sistema foi sem a adição de sacarose.18,119

√Imobilização do FP em crisotila, com e sem adição da solução de KCl e

sacarose. Neste caso, observou-se a mudança na estereoquímica do produto

e após a reutilização do sistema imobilizado isolou-se o (S)�álcool.35

Neste trabalho, a reação de redução foi realizada em meio orgânico,

Figura 21.

Cl

O

Cl

OH

16(R) - (-) -

FP/K10/G/S, FP/S
  hexano, 20 e 30oC

Figura 21. Redução biocatalítica da α−cloroacetofenona.

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

(16), estão mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Porcentagem de conversão da α−cloroacetofenona em R-(-)-2-

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

condições experimentais.

ee %a (%c)b

24h

ee %a (%c)b

48h

ee %a (%c)b

72hSistemas

20oC 30oC 20oC 30oC 20oC 30oC

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)

a ee determinado por CG quiral.
b determinados por RMN 1H.

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 conversão 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 difusão do reagente e produto do suporte

para o meio reacional e vice-versa, isto é causado pelo sistema duplo de

proteção (G e K10).

Foram realizados testes para verificar se ocorria inversão de

configuração ao reutilizar estes sistemas nestas condições experimentais,

considerando que este resultado já foi observado em meio aquoso.35,91

Entretanto, não foi constatado a inversão de configuração do álcool

obtido quando os sistemas foram reutilizados, e que a %c foi menor que 5%.

Este resultado mostra que o sistema de proteção FP/K10/G/S para a

parede celular ainda não foi eficiente quando um substrato tóxico como a α-

cloroacetofenona foi utilizada em hexano, sugerindo a desativação das oxi-

redutases.
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5.1.3 Redução Enantiosseletiva de Acetofenonas Mediada por Fermento
de Pão

Dando continuidade aos estudos de redução de compostos carbonílicos

via biocatalítica, avaliou-se a eficiência desta metodologia para a redução de

diversas acetofenonas. As estruturas dos compostos estudados estão

representadas na Figura 22.
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Figura 22. Estruturas das acetofenonas.

Os biocatalisadores catalisam reações muito específicas. Porém,  este

como qualquer outro será eficiente desde que não haja nenhum efeito estérico

ou eletrônico que impeça que a reação ocorra.

Trabalhos recentes da literatura mostraram que as  desidrogenases que

atuam no FP aceitam uma faixa limitada de cetonas como substratos.120

Cetonas de cadeias longas, tais como n-propil-n-butilcetonas e diversas fenil

cetonas volumosas não são bons substratos.11
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Entretanto, neste trabalho foram obtidos resultados bastante

satisfatórios com a α-cloroacetofena. Após 48 horas de reação, obteve-se o

produto com ee de 80% e %c de 45% (item 5.2.2).

A α-cloroacetofenona possui um átomo de cloro próximo ao carbono

carbonílico que foi reduzido. Devido à alta eletronegatividade do cloro, o caráter

eletrofílico  do carbono carbonílico é maior,  e este foi atacado pelo hidreto com

maior facilidade.

As outras acetofenonas submetidas à reação de redução não contém

um grupo retirador de elétrons próximo ao centro reacional e apenas

substituíntes doadores e retiradores no anel aromático. Para estes substratos

não foi observado a formação dos álcoois correspondentes, mesmo após 30

dias. (Figura 24).

R

O

R

OH

R

OH

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

FP/S e FP/K10/G/S
    20oC - Hexano

+

Figura 23. Reação de biotransformação de diferentes acetofenonas, utilizando

o FP como biocatalisador.

Para explicar estes resultados deve-se analisar cuidadosamente as

estruturas dos substratos, uma vez que as reações foram realizadas nas

mesmas condições da α−cloroacetofenona.

Postula-se que  efeitos por impedimento estérico não devem ser os mais

importantes, pois a α-cloroacetofenona possui estrutura semelhante às outras

testadas. Portanto, os efeitos eletrônicos deverão ser os mais efetivos.

Grupos doadores de elétrons (OH, OMe) no anel aromático devem

diminuir o caráter eletrofílico do carbono carbonílico, e portanto dificultar a

reação de redução. Porém, seria esperado que a presença de um grupo
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fortemente retirador na p-nitroacetofenona pudesse facilitar esta reação e

formar o produto de redução. Nas condições experimentais testadas não foi

verificada a formação do álcool correspondente, mesmo para este substrato.

             A Figura 24, mostra o cromatograma para uma alíquota da reação de

redução da p-nitroacetofenona com o sistema FP/K10/G/S após 30 dias a

20oC.

Figura 24. Cromatograma obtido por CG de uma alíquota da reação de

redução da p-nitroacetofenona com o sistema FP/K10/G/S,

sobreposto com o reagente (padrão) utilizado para a reação. (200C

e 30 dias)

Conforme mencionado anteriormente, para as outras acetofenonas os

resultados foram semelhantes e não foi detectada a formação do produto de

redução por CG quiral. Estes resultados evidenciam a importância dos efeitos

eletrônicos próximos ao carbono carbonílico. Outras metodologias e/ou

condições experimentais deverão ser testadas.
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5.2 Influência da Adição de Sacarose e Trealose nas Reções de Redução

Enantiosseletiva do Acetoacetato de Etila e α-Cloroacetofenona

Até o momento, nenhum estudo sistemático foi realizado para esclarecer

a influência da adição de açúcares em reações de redução por fermento de

pão (FP) de cetoésteres e α-haloacetofenonas em solventes orgânicos.

Moran e col. realizaram estudos da influência da adição de carboidratos

em reações de redução de α-haloacetofenonas com FP em água. Assumiram

que a presença de sacarídeos nas células de FP pode produzir NADH ou

NADPH e consequentemente ter poder de redução mesmo sem a necessidade

da adição complementar de sacarose. 119

Os resultados aqui apresentados serão discutidos separadamente,

analisando a influência dos açúcares em cada um dos substratos utilizados

com os diferentes sistemas de imobilização.

5.2.1 Redução do Acetoacetato de Etila por Fermento de Pão (FP)

As reações de redução biocatalítica do acetoacetato de etila foram

acompanhadas com a retirada de alíquotas em intervalos de 24 horas, e em

paralelo foram realizados os ensaios de reutilização. Nestes, o tempo de

reação foi de 24 horas, e a seguir adicionou-se ao sistema as mesmas

quantidades de solvente e substrato, para avaliar assim sua eficiência, (Figura
25).

ee>99%
(S) - (+) - 15

CH3 O

O O

CH3 CH3 O

O

CH3

OH
FP/S, FP/T, FP/K10/G/S,
        FP/K10/G/T

Hexano, 20oC

Figura 25. Reação de redução enantiosseletiva do acetoacetato de etila, com

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

(obtidos a partir da razão das áreas entre substrato e produto nos

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

para os vários sistemas utilizados. Nestes experimentos, o álcool (S)-(+)-3-

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

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

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

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

enantiômeros foi detectado, como mostra a Figura 26.

Figura 26. Cromatograma obtido por CG de: (A) acetoacetato de etila; (B)

álcool racêmico e (C) alíquota da reação de redução biocatalítica

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

As condições cromatográficas pré-estabelecidas para a separação dos

enantiômeros e as medidas de rotação ótica ([α]TD) , demonstrados na Tabela
6, indicaram a formação do (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila puro, de acordo

com dados da literatura.85,117,121
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Tabela 6.  [α]TD para o (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila em clorofórmio.

[α]23
D Experimental [α]20

D Lit.121

+41,8 +43

A reutilização dos suportes foi avaliada até quatro vezes. Observou-se

que para todos os sistemas, após a primeira reutilização, a conversão diminuiu

consideravelmente, como é mostrado na Tabela 7.

Tabela 7. Porcentagem de conversão para reação de redução do acetoacetato

de etila em (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila, em sucessivas

reutilizações.

CONVERSÃO (%)
Número de Reutilizações 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 número de reutilizações, 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, não ocorrendo

valores discrepantes de %c nos resultados obtidos.  No entanto, observa-se

que independente do açúcar e/ou método de imobilização, ocorreu uma

diminuição na conversão do acetoacetato de etila ao correspondente (S)-(+)-
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álcool, após a primeira reutilização. É evidente que a imobilização do fermento

de pão em K-10, revestido com gelatina, resultou em uma maior estabilidade

do biocatalisador, refletida nos valores de conversão. Após a imobilização

também houve uma maior proteção das células da toxicidade do solvente

orgânico.

5.2.2 Redução da α-Cloroacetofenona por Fermento de Pão (FP)

As reações de redução da α-cloroacetofenona foram também realizadas

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

Cl

O

Cl

OH

 (R) - (-) - 16       Hexano, 20 oC

FP/S, FP/T,  FP/K10/G/S,
         FP/K10/G/T

Figura 27. Reação de redução enantiosseletiva da α-cloroacetofenona.

As reações de redução foram acompanhadas por retiradas de alíquotas

em intervalos de 24 h. Observa-se que para esta reação o sistema FP/K10/G/T

foi eficiente para a proteção 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 após 192 horas de reação.

Com o sistema de FP/T os resultados foram mais satisfatórios para a

redução da α-cloroacetofenona. Após 48 horas de reação, 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 alíquota da reação de redução

da α−cloroacetofenona (A) com o sistema FP/T à 20ºC e 48h. O

produto (C) da biotransformação está sobreposto com o padrão

racêmico (B). (ee=80% e %c=45%)

Os valores de ee e %c variaram dependendo das condições

experimentais e do sistema de proteção das células de FP como mostra a

Figura 29.
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Figura 29. Variação da conversão, (%c) (A) e do ee, (%ee) (B) em função do

tempo para a reação de redução da α-cloroacetofenona em

diferentes sistemas, a 200C.

Utilizando o sistema FP/K10/G/T as porcentagens de conversão foram

menores que para o sistema FP/K10/G/S, mas os valores de %ee sempre

foram maiores que 99%, levando à formação do produto com alta pureza

óptica. No entanto, a conversão foi baixa para os dois sistemas FP/K10/G/S e

FP/K10/G/T, provavelmente devido à dificuldade da difusão. As células mais

protegidas após imobilização, dificultam a entrada deste substrato e saída do

produto, diferentemente da biorredução com acetoacetato de etila, onde os

sistemas protegidos apresentam valores altos de %c. Porém, esta proteção é

muito importante para a célula, pois aumenta a sua estabilidade em meio

orgânico, e a enantiosseletividade é maior.

O efeito de proteção da trealose no sistema catalítico é evidenciado

pelos resultados apresentados com o sistema FP/T, sendo que a maior

conversão em (R)-(-)-2-cloro-1-feniletanol  foi de 45% e ee de 80%, após 48h

de reação.
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Sabe-se que as células de Saccharomyces cerevisiae contém várias

enzimas oxi-redutases que podem atuar na redução de cetonas. Nakamura e

col. isolaram algumas e testaram em reações de redução de cetonas

adicionando o cofator NADH.122

Uma das possibilidades para obter baixo valor de ee é a presença de

redutases pró-R e pró-S, reduzindo o substrato ao mesmo tempo. Nesse caso,

o efeito da concentração do substrato sobre a estereoseletividade poderá ser

observado quando enzimas pró-R e pró-S apresentarem valores diferentes das

constantes de Michaelis (KM). A enantiosseletividade pode ser aumentada em

baixa concentração do substrato, quando o KM da enzima provavelmente é

menor que as outras.123

Portanto, considerando a maior dificuldade de difusão com os sistemas

FP/K10/G/S e FP/K10/G/T, é prevista uma baixa concentração do substrato em

contato com as enzimas redutoras, favorecendo as pró-R e formando o produto

com altos valores de ee.
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5.3 Resolução Biocatalítica dos Produtos das Reações de Baylis-Hillman

 

 As lipases são catalisadores que podem ser utilizados para a resolução

estereosseletiva de álcoois quirais sintéticos ou semi-sintéticos. Elas aceitam

uma ampla faixa de substratos, os quais são geralmente convertidos com alta

enantiosseletividade. Estas enzimas também apresentam alta estabilidade em

solventes não aquosos.18

Os compostos 10-12 foram submetidos à resolução pela reação de

transesterificação enzimática com acetato de vinila e/ou propenila, via lipase de

Pseudomonas sp  livre ou imobilizada em PEO, sílica 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 razão das

áreas dos picos obtidos em cromatografia gasosa utilizando uma coluna quiral.

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

Testes preliminares foram realizados sob diferentes condições

reacionais (variação do solvente, reagente acilante e dos suportes para

imobilização da PS), para verificar a melhor metodologia para estas reações.

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

a resolução dos α-metileno-β-hidroxiésteres.
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Tabela 8. Testes preliminares para as resoluções biocatalíticas dos compostos

10, 11 e 12.

R OCH3

OH O

CH2

R OCH3

O

CH2

OH

+PS/livre ou PS/imobilizada
CH3CO2CH=CH2 ou CH3CO2C(CH3)=CH2

10  R = CH 3
11 R = CH 3(CH2)2
12 R = naft-2-il

R OCH3

O

CH2

OCH3

O

13- (R)-(+) (R = CH3)
14- (R)-(+) (R = CH3(CH 2)2)

10-(S)-(-)
11- (S)-(-)

Tempo(h)
24 48 72 168

ees 
a (%) ees (%) ees (%) ees (%) %cb

Hexano Acetato de

vinila

52 77 87 91 48

CH3CN Acetato de

vinila

1 3 3 20 0.5

10-PS/livrec

Hexano Acetato de

isopropenila

17 27 40 90 40

10-PS/PEOd Hexano Acetato de

vinila

57 90 99 99 50

10-PS/sílicae Hexano Acetato de

vinila

0 0 0 0 0

10-PS/K10e Hexano Acetato de

vinila

0 0 0 0 0

11-PS/livrec Hexano Acetato de

vinila

1 5 8 14 12

Hexano Acetato de

vinila

0 0 0 0 012-PS/livrec

Hexano Acetato de

isopropenila

0 0 0 0 0

a)Determinado por CG quiral. b) Determinada por  RMN 1H.  c) PS = 500 mg; 10 = 7.8 mmol. (d)
Preparado pela dissolução do PEO (500 mg) e PS (100 mg) em água (25 mL), com posterior
evaporação do solvente; 10, 11, 12 = 1.4 mmol. e) PS = 10 mg/mL e sílica ou K10 = 500 mg,  10 = 1,4
mmol. Temperatura para todas as reações: 35oC.

Os resultados obtidos para os substratos 10-12, podem ser discutidos

em termos da estrutura do substrato, tempo de reação, agente acilante e

efeitos do solvente.

Substratos
Biocat./Suporte Solventes

Reagentes
Acilantes
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Pode-se verificar pela Tabela 8 que excelentes resultados foram obtidos

para a resolução do álcool alílico 10 com acetato de vinila, empregando os

sistemas PS/livre e PS/PEO, em hexano como solvente. Resultados mais

detalhados para estes sistemas serão apresentados posteriormente.

A utilização do sistema PS/PEO é bastante promissora, sendo que

obteve-se o acetato puro 13-(R)-(+) e o álcool 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 não foi reativo sob condições

de reação semelhantes.

Estes resultados claramente mostram que o tamanho do grupo R

influencia fortemente na resolução quando é utilizado a lipase de PS como

biocatalisador.

Será verificado que a resolução do composto 11 poderá ser aumentada

utilizado-se o sistema PS/PEO.

Pleiss e col.52 estudaram a anatomia dos sítios catalíticos de algumas

lipases. Para as lipases de Pseudomonas postulou-se que o sítio catalítico

assemelha-se a um �funil�, e é importante para ligações hidrofóbicas.

Estes resultados ajudam a explicar a especificidade das lipases e

esterases pelos substratos. Estes modelos de sítios catalíticos, também

apoiam que para uma dada reação, uma lipase apropriada deverá ser

selecionada.52

Assim, para os substratos estudados neste trabalho foi verificada a

importância de efeitos estruturais nas reações 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 não

reagiu nas mesmas condições 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 à dificuldade de solubilização dos substratos em solventes

apolares, analisou-se o efeito da acetonitra na resolução do composto 10 e nas

mesmas condições 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 biocatálise são aqueles que apresentam logP≥2,0.124 Sabe-

se também que nem sempre é observado uma correlação entre a

hidrofobicidade e/ou propriedades físico químicas do solvente com a

enantiosseletividade.59

Quando foram utilizados sílica e K10 como suportes para imobilizar a PS

não foi verificada a formação do produto.

Os sistemas PS/livre e PS/PEO foram testados até duas reutilizações, e

apresentaram a mesma enantiosseletividade (ee>99%) para obtenção do

álcool 10-(S)-(-).

Após estes testes, os sistemas foram armazenados por 30 dias à baixa

temperatura (~100C). Após este tempo, os mesmos foram submetidos a uma

nova reação com o substrato 10. Com o sistema PS/Livre, o isômero S do

álcool 10-(S)-(-) foi obtido com ee de 65%. Com o sistema PS/PEO, e nestas

mesmas condições de estocagem, o produto foi obtido com ee>99%. Este foi

um ótimo resultado quando comparado com a enzima não imobilizada, e

salienta a importância da imobilização.

A Figura 30 mostra um cromatograma obtido na resolução do composto

10, onde se pode observar a eficiência da coluna quiral na separação dos

isômeros dos padrões racêmicos (álcool e acetato) e do produto obtido, que

mostra a predominância de apenas um dos enantiômeros.
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Figura 30. Cromatograma para uma alíquota da reação do (R,S)-3-hidroxi-2-

metilenobutanoato de metila (10) com acetato de vinila, catalisada

por PS/PEO (35oC, 72 horas, ee=99%).

A partir destes resultados preliminares, outras condições experimentais

foram avaliadas para a resolução dos substratos 10 e 11, utilizando o acetato

de vinila como agente acilante e hexano como solvente.

Os resultados obtidos na resolução 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

enantiomérico do produto (eep), porcentagem de conversão (%c) e razão

enantiomérica (E) obtidos na resolução são apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Resolução biocatalítica de compostos 10 e 11 com a lipase de

Pseudomonas sp livre e imobilizada, em PEO.

Entradas Substratos

(mmol)

PS/Suporte

(mg de PS)

Tempo

(h)

ees
a

(%)

eep
a

(%)

Conversãob

(%)

Ec

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 9 219

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, 35oC. Agente acilante: acetato de vinila. a) determinado por CG-quiral. B) determinado
por 1H-RMN. C) determinado pelas equações 2 e 3 p. 25.

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

razão enantiomérica (E=200-1057) e conversão na resolução dos álcoois

alílicos 10 e 11.
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O reconhecimento molecular da lipase PS, para estes substratos foi

extremamente alto.

Resultados semelhantes foram obtidos na resolução de mandelato de

metila (E> 200)39, 3-aril-2-metilpropanol-2 (E>100)54 e o (+)-5-bromo-12-oxa-

pentaciclo-[6.2.1.16,9.02,7.02,10]-dodeceno-4-endol-3 and (+)-5-bromo-13-oxa-

pentaciclo-[6.2.2.16,9.02,7.02,10]-trideceno-4-endol-3.29

Com os sistemas PS/livre e PS/PEO obtiveram-se os melhores

resultados de biotransformação para o substrato (10). Verificou-se que para o

substrato 10 a quantidade de enzima necessária 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 diminuição no tempo de

conversão da reação em comparação outras quantidades menores de PS ou

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

Outro parâmetro interessante a ser analisado, na resolução do substrato

10 com PS/PEO (100 mg) é que não foi observado a racemização do

enantiômero. Para alíquotas analisadas após 96 e 168 horas, o produto foi

obtido com  50% de conversão  e eep>99%.

Em geral com relação ao tempo, foi observado que independente da

estrutura do substrato e quantidade de biocatalisador , após 96h de reação o

produto foi obtido com bom ee (>99%), razão enantiomérica (E=200-1100) e

conversão. Acima de 168h, a conversão em produto aumentou mas o ee do

enantiomero não reativo diminuiu significativamente. Por exemplo, para o

substrato 10 após 288h a conversão em produto foi de 60% e o ees 54,8%.

Este resultado pode ser analisado considerando que o enantiômero menos

reativo do álcool está sendo racemizado ao mais reativo.

Observou-se um aumento da estereosseletividade e de conversão

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 é muito mais conveniente e eficiente para resoluções

enantiosseletivas do que a correspondente enzima na forma livre.

Estes resultados são concordantes com os obtidos por Queiroz e col.39

na resolução 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 ágar ou na forma livre.

Deve-se considerar a dependência da atividade da enzima com as

possíveis interações com o suporte, além da difusão dos reagentes e produtos.

O gel de ágar, com um alto conteúdo de água, deve dificultar a difusão quando

comparado com o filme de PEO. Recentemente foi relatado, que neste suporte

a enzima fica adsorvida na superfície.38,39

Estudos realizados da estabilidade da lipase PS imobilizada com PEO

analisados por calorimetria de varredura diferencial (DSC), comprovaram que

interação enzima-polímero aumentou a estabilidade.38

Os resultados obtidos neste trabalho, salientam ainda mais a eficiência e

a importância da imobilização de biocatalisadores para aplicações sintéticas,

em meio  orgânico.

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 poderão ser empregados na síntese de feromônios

de interesse, tanto acadêmico como industrial. Até o momento não existe na

literatura uma aplicação específica para estes compostos. Um dos fatores

talvez tenha sido, justamente a dificuldade de obtê-los oticamente puros.
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6 CONCLUSÕES

Quanto à avaliação do melhor sistema de proteção para células de

Saccharomyces cerevisiae e à utilização para obtenção de compostos

oticamente ativos, pode-se concluir que:

! Através dos testes preliminares estipulou-se que o valor máximo de água

que pode ser adicionada ao meio reacional para preservar a área superficial

do sistema de ser diminuída por aglutinação é de 0,8 mL/g FP, e que o

melhor solvente para ser utilizado na reação é o hexano.

! O (S)-(+)-3-hidróxi-butanoato de etila (15) foi o único produto formado na

reação de redução do acetoacetato de etila (reação 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.

! Verificou-se que uma parte do produto da reação ficou retido nos suportes.

A lavagem com hexano (3x 30,0 mL) retirou o produto remanescente e

garantiu a preservação das células para os estudos de reutilizações.

! O produto 15-(S)-(+) foi obtido com 100% de conversão quando foram

utilizados os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/S a 20 e 30oC.

! O sistema FP/K10/G/S foi o melhor para a proteção das células na reação

modelo a 20oC. O FP manteve-se com alta atividade até a quarta

reutilização (ee >99%, %c = 19%).

! Com este sistema, houve o aparecimento de um menor número de

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

! A temperatura mais adequada para evitar desativação das células foi de

20oC.

! A metodologia estudada para a proteção das células de Saccharomyces

cerevisiae do meio reacional, mostrou-se também bastante eficiente na

obtenção 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 reação, a 20 e30oC).
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! A Saccharomyces cerevisiae não foi eficiente quando utilizada como

biorredutor de acetofenonas que não possuíam grupos ativantes próximos à

carbonila, e os produtos de redução desejados não foram obtidos.

Quanto à influência da adição de sacarose e trealose nas reações de

redução enantiosseletiva, conclui-se que:

! Obteve-se o álcool (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila (15) sempre com %c

de 100% e ee >99%, com todos os sistemas estudados, e apenas um dos

enantiômeros foi detectado por CG-quiral.

! Os sistemas FP/K10/G/S e FP/K10/G/T, foram os mais estáveis em meio

orgânico. O produto 15-(S)-(+) foi obtido com valores de %c de 19 e 20%

respectivamente até a quarta reutilização.

! Para a redução do acetoacetato de etila, pode-se constatar que o papel

principal da sacarose é como agente protetor da parede celular do

microorganismo, de maneira similar à água e à trealose, não apresentando

valores discrepantes nos resultados obtidos.

! Para redução da α-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 influência do fenômeno de difusão, para o reagente e produto,

em contraste com os resultados da biorredução com acetoacetato de etila,

onde os sistemas protegidos tinham valore altos de %c.

! O 16-(R)-(-) foi obtido com ee de 80% e %c de 45%, utilizando o sistema

FP/T em 48 h de reação, a 20 oC. Mesmo com apenas a proteção da

trealose a enantiosseletividade do sistema não ficou completamente

comprometida
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Utilizando a lipase de Pseudomonas cepacia (PS) livre e/ou imobilizada

para resolução biocatalítica dos produtos das reações de Baylis-Hillman,

conclui-se que:

! Nos testes preliminares, os melhores sistemas para a resolução do

composto 10 via transterificação 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

reação, Após este período os valores mantiveram-se constantes.

! Os sistemas PS/livre e PS/PEO foram reutilizados duas vezes, para a

resolução do composto 10, apresentando a mesma enantiosseletividade

anterior.

! Após o armazenamento por 30 dias da PS/livre e PS/PEO, já utilizados,

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

! O derivado 12 não reagiu, mostrando a influência do tamanho do grupo R

na resolução com a lipase PS.

! Para o substrato 10 obteve-se os maiores valores de eep (99%) e %c (50%)

quando 100 mg de enzima foi imobilizada em PEO. A partir de 96 h de

reação  não foi observado racemização do enantiômero.

! 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 reações de transesterificação foi

extremamente alto.

! 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 após a imobilização em PEO.

! As vantagens mais importantes adquiridas após à imobilização da enzima

foram: o aumento da estabilidade térmica, a possibilidade de reutilização

com alta atividade, a facilidade de separação do meio reacional e o

aumento da estabilidade na presença de solvente orgânico.

! A resolução enzimática de α-metileno-β-hidroxiesteres, apresentados neste

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

enantiosseletivas.

Os métodos empregados neste trabalho são suficientemente satisfatórios

para serem utilizados em reações de redução enantiosseletivas e para uma

aplicação efetiva em laboratórios de química orgânica.
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7. PERSPECTIVAS

! Estudar o efeito da concentração do acetato de etila com os sistemas de

biorredução.

! Avaliar o crescimento das células de Saccharomyces cerevisiae em

ambientes �ricos� em lactato e isolar estas células por liofilização para a

futura utilização em reações de biorreduções. (Trabalho realizado em

colaboração com o Prof. Dr. Boris U. Stambuk do Departamento de

Bioquímica da UFSC.)

! Realizar estudos de reduções da C=C, dos compostos obtidos pela reação

de Baylis-Hillman via Saccharomyces cerevisiae, para a obtenção de mais

um centro quiral.

! Realizar a resolução de outros derivados de produtos de Baylis-Hillman

para comprovar a influência da estrutura do substrato nos seus

rendimentos. Parâmetros experimentais tais como o uso de lipases de

diversas procedências, solventes orgânicos, temperatura e suportes

deverão ser cuidadosamente avaliados nestas reações.
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PROTECTION STUDIES OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE 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 �-chloroacetophenone in hexane, under FP/K10/G/S and FP/S
at 20oC 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 oC, respectivelly.

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

INTRODUÇÃO

Atualmente, a importância na produção de substâncias
opticamente puras é um capítulo de destaque nos setores acadêmi-
cos e industriais, preocupados com a pesquisa e o desenvolvimento
de novos processos. Quando os químicos sintetizam produtos natu-
rais e desenham novos alvos, a pureza enantiomérica dos produtos, e
sua relação com as propriedades biológicas, é um tema de perma-
nente discussão1.

O crescente interesse por esse tipo de síntese promoveu um grande
desenvolvimento na biocatálise. Contudo, ainda que a habilidade das
enzimas e dos microorganismos para agir como catalisadores quirais
específicos, seja conhecida, principalmente pela indústria farmacêu-
tica, os procedimentos bioquímicos apenas tornaram-se aceitos como
técnicas experimentais rotineiras em laboratórios de síntese orgâni-
ca nos últimos anos2.

Portanto, a habilidade de conduzir transformações químicas que
são impossíveis ou impraticáveis de outra forma, especialmente na
área de obtenção de compostos enantiomericamente puros; aliada à
necessidade de mudar os catalisadores hoje existentes (geralmente
constituídos de metais pesados ou de transição, altamente nocivos
ao ambiente) por catálises “ambientalmente corretas”, tornam o uso
de biocatalisadores um dos maiores desafios da síntese orgânica na
atualidade3-7.

A possibilidade de atuar na catálise de reações em meios quase
anidros ou micro-aquosos expandiu largamente o potencial de apli-
cações de enzimas e microrganismos em síntese orgânica. A ausên-
cia de fase aquosa contínua em torno do biocatalisador torna possí-
vel sua interação direta com o solvente, promovendo alterações de
estabilidade, atividade e estereosseletividade8,9. Além disso, nestas
condições as hidrolases, por exemplo, são capazes de catalisar rea-
ções de esterificações e transesterificações com altos rendimentos.

As enzimas e os microrganismos estão sujeitos à inativação por
fatores químicos, físicos ou biológicos, como decorrência da
estocagem ou mesmo durante o uso. Há assim, uma necessidade de

estabilizar estes biocatalisadores, como meio de evitar a inativação
para uso em meio orgânico. Portanto, para a manutenção da ativida-
de catalítica e do potencial de estereosseletividade, é necessário o
desenvolvimento de métodos preventivos específicos.

Neste sentido, a técnica de imobilização em diferentes suportes
é uma das mais utilizadas na biocatálise, sendo bastante aplicada
para mediar reações de interesse sintético em solventes orgânicos10,11.
A imobilização do biocatalisador em um suporte, sem prejuízo de
sua atividade por um razoável período de tempo, pode assegurar sua
repetida utilização ou mesmo possibilitar o uso em reatores contínu-
os, resultando em economia nos processos industriais. Assim, de
modo geral, a utilização de materiais imobilizados além de diminuir
o custo por análise, aumenta a rapidez e a exatidão do processo. Nos
processos sintéticos, a facilidade de extração dos produtos do meio
reacional aliada à estabilidade do biocatalisador em reações de lon-
ga duração (ou com substratos nocivos) são de grande interesse nas
biotransformações.

A célula de Saccharomyces cerevisiae, que utiliza glicose ou
sacarose como fonte de energia, é um dos biocatalisadores mais ver-
sáteis e baratos. A facilidade de manuseio, que não requer nenhum
cuidado especial, o faz alvo de escolha quando se deseja conduzir
reações de oxidação-redução. É 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
necessário quando se usa a enzima pura. As células inteiras apresen-
tam uma grande variedade de atividades enzimáticas. Por isso, o maior
problema encontrado neste tipo de biocatálise é a baixa seletividade,
devido à ação simultânea das várias enzimas presentes, que geral-
mente apresentam diferentes cinéticas e velocidades de conversão
para um mesmo substrato12. No entanto, quando o processo não é
satisfatoriamente seletivo, modificações simples nas condições ex-
perimentais podem ser realizadas no sentido de influenciar tanto a
estereoquímica como a enantiosseletividade13. Algumas das modifi-
cações mais comuns são o uso de solventes orgânicos, a adição de
inibidores ou co-substratos14, 15 e as técnicas de imobilização11,16,17,
entre outras2.

Algumas enzimas hidrolíticas, como as lipases e as proteases,
são reconhecidamente retentoras da atividade catalítica em solventes
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orgânicos. Entretanto, as desidrogenases e redutases são diferentes
das hidrolíticas e requerem quantidades estequiométricas das
coenzimas NADH ou NADPH. Devido ao alto custo, essas coenzimas
são normalmente recicladas. A utilização de células inteiras é uma
maneira de resolver o problema de reciclagem da coenzima, porém
os solventes orgânicos freqüentemente acarretam danos na membra-
na hidrofóbica da célula do microorganismo.

O uso de solventes orgânicos é vantajoso devido à solubilidade
do substrato e à capacidade que possuem em impedir as reações late-
rais pela água. Além disso, a seletividade da enzima do fermento
pelo substrato pode mudar em meio orgânico. A adição de pequenas
quantidades de água é necessária sob tais condições de reação, para
que a enzima se mantenha cataliticamente ativa8. Já o isolamento de
produtos de meios não aquosos é bem mais fácil do que de meios
aquosos, sendo este mais um grande beneficio18,19.

Nakamura e col. realizaram os primeiros estudos de redução de
�-ceto ésteres com fermento de pão (FP) seco não imobilizado em
benzeno e hexano. Observaram que a utilização controlada de gotas
de água (0,4 equivalentes; mL H

2
O/g FP) no sistema é indispensável

para promover a redução. Já o excesso de água suprime radicalmen-
te a redução18. Smallridge e col. em 1994, estenderam as investiga-
ções na redução de -cetoésteres com FP em uma série de solventes
polares e não polares, num estudo que foi completado verificando-
se o efeito da influência da água na reatividade20. Estes resultados
demonstraram clara e seguramente que a reação é afetada tanto pela
natureza do solvente, quanto pela razão água/fermento (independen-
te da razão água/solvente). Também foi constatado, que a redução
do acetoacetato de etila (2) com FP em solvente orgânico resultou na
formação exclusiva de (S)-3-hidroxibutirato de etila com ee de 96%,
para todas as condições de reação empregadas. Estes resultados con-
trastam com os obtidos por Nakamura e col.21, onde a redução de �-
cetoésteres com FP em água formou o enantiômero-S, enquanto que
em solvente orgânico obteve-se o enantiômero-R20.

Rotthaus e col. estudaram a redução de �- e -cetoésteres (1-5)
com FP em hexano, tolueno, éter dietílico e acetato de etila8. As
reações de redução em solventes orgânicos ocorreram preferencial-
mente em tolueno e hexano, sendo que os melhores resultados foram
obtidos para o composto 1 em hexano, e para o 2 em tolueno. A
tendência do ee na redução dos compostos 1 a 5, em solvente orgâni-
co, sugere que o aumento do comprimento da cadeia no lado ceto do
substrato está relacionada diretamente ao aumento da percentagem
de produto com a configuração R. Estes resultados estão de acordo
com a regra de Prelog22.

Uma série de (S)--hidroxiésteres foi preparada por Smallridge
e col. usando fermento de pão como mediador da redução de -oxo-
ésteres em éter de petróleo (40-60 °C). Os produtos foram obtidos
com rendimentos entre 56 e 96%, e alto grau de estereosseletividade
(94-99% ee). Estes resultados são superiores aos descritos na litera-
tura quando as mesmas reações foram conduzidas em fase aquosa23

(Esquema1).
Recentemente Kanda e col. verificaram que o duplo entra-

peamento da célula do fermento de pão com alginato de cálcio e pré-
polímero uretano (PU-6), torna-a suficientemente protegida do
solvente orgânico, para repetidas reduções estereosseletivas, em rea-
ções de longa duração24.

Uma das contribuições mais recentes, para o avanço dos estudos
de redução mediada por FP em meio orgânico, foi realizada por
Smallridge e col. Eles observaram que a atividade do fermento de-
cresce após 24 horas de exposição a solventes orgânicos; e investi-
garam os fatores associados com esta redução da atividade25. Num
estudo complementar, a facilidade de redução de -ceto ésteres foi
relacionada à variação do tamanho da cadeia carbônica ligada ao
carbono ceto. A proximidade dos grupos mais volumosos à carbonila
proporciona uma redução mais rápida. Finalmente, as -ceto amidas
são consideravelmente menos reativas que os correspondentes -ceto
ésteres26. Em outro trabalho, verificou-se que grupos metilênicos
conjugados com carbonilas e nitrilas, podem ser reduzidos com um
alto grau de estereosseletividade e bons rendimentos27.

Em contribuição a estes estudos, neste trabalho foram investigadas
várias metodologias para a proteção de células de Saccharomyces
cerevisiae, visando a sua utilização em reações de redução de com-
postos carbonílicos em meio orgânico. A obtenção estereosseletiva
de uma haloidrina foi testada juntamente com a facilidade de sua
extração do meio reacional, para verificar a eficiência dos sistemas
de proteção em estudo, quando se tem um substrato tóxico para o FP,
como a �-cloroacetofenona.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Os espectros RMN 1H foram obtidos em um espectrômetro da
Bruker AC 200 MHz. Os cromatogramas e espectros de massas fo-
ram obtidos em um cromatógrafo a gás GC-MS-QP5000 da
Shimadzu, equipado com coluna da Supelco (Simplicity 1 Capillary
Columm, 30 m x 0,25 mm x 025 �m, No 11702-05B). As determina-
ções dos excessos enantioméricos foram realizadas em GC-14B
Shimadzu, com coluna quiral CHROMPACK (chirasil - DEX CB
25m x 0,25). As rotações ópticas específicas foram medidas em um
Polarímetro – Polartronic E. Fermento de pão (FP) biológico, ins-
tantâneo e seco (Saccharomyces cerevisiae, EMULZINT – LTDA
da Bélgica), foi utilizado como biocatalisador. As células foram imo-
bilizadas em montmorilonita K10 (K10) (Aldrich Chemical Co.) e
revestidas com gel de gelatina (G) (SIGMA G2500, Tipo A).
Acetoacetato de etila e �-cloroacetofenona (Carlo Erba) foram utili-
zados sem purificação. Os produtos racêmicos utilizados como pa-
drões para CG quiral (±)-3-hidroxibutanoato de etila e (±)-2-cloro-
1-fenil-etanol foram obtidos através da reação de redução com NaBH

4

(Aldrich Chemical Co.)28. O hexano (Grupo Química) foi purificado
através de lavagem com ácido sulfúrico e neutralização, seguida de
destilação (p.e.

exp
= 68oC; p.e.

lit.
=69oC)29. A pré-purificação dos pro-

dutos obtidos foi realizada por coluna cromatográfica de sílica (Carlo
Erba, 0,05-0,20 mm)

Procedimento geral para a adsorção e recobrimento

Uma suspensão com 2,0 g de FP belga seco e 6,0 g de
montmorilonita K10, em aproximadamente 100 mL de água foi agi-
tada vigorosamente por uma noite, à temperatura ambiente. A mistu-

Esquema 1
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ra de FP/K10 foi então filtrada a vácuo, seca sob corrente de ar e
triturada até resultar em partículas finas. Uma solução de 0,5 g de
gelatina em 5,0 mL de água foi aquecida até 50 oC, e em seguida,
resfriada a ± 30 oC, e misturada ao sólido FP/K10. A mistura FP/
K10/G resultante foi seca sob corrente de ar.

Procedimento geral para biotransformação

Em um erlenmeyer foram colocados 100 mL de hexano, e em
seguida o biocatalisador foi adicionado, sob agitação magnética. Água
ou solução de sacarose, foi gotejada lentamente sob agitação mag-
nética vigorosa. Após a adição de 0,2 mL (1,57 mmoles) de
acetoacetato de etila, a mistura reacional foi mantida sob agitação
em um banho termostatizado tipo Dubnoff a 20 e 30 °C por 24 h
(Tabela 1).

Procedimento para reutilização do biocatalisador

Após o término de cada reação, o sobrenadante foi filtrado a
vácuo 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 mistura reacional foi mantida sob agitação em
um banho termostatizado tipo Dubnoff a 20 e 30 °C por 24 h
(Tabela 1).

Procedimento para as reações controle

As reações de controle foram realizadas, utilizando FP sem qual-
quer imobilização. O procedimento geral para estas reações foi a
adição de 2,0 g de FP em 50 mL de hexano com 0,2 mL (1,57 mmoles)
de acetoacetato de etila (Tabela 1, Entrada 1).

Procedimento geral para a reação de redução da
�-cloroacetofenona

As metodologias de adsorção e recobrimento já descritas foram
utilizadas, porém, verificou-se a necessidade de se usar o dobro das
quantidades acima descritas. Os melhores resultados foram obtidos
para a reação modelo com os sistemas FP/K10/G/S e FP/S. Estes
dois sistemas determinaram, portanto, os ensaios de redução da �-
cloroacetofenona em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) e tempe-
raturas (20 e 30 °C). As estereosseletividades foram avaliadas nestas
condições. Para cada sistema (FP/K10/G e FP), foram adicionados
50 mL de hexano e estes submetidos à agitação magnética. Com
uma bomba peristáltica e agitação magnética vigorosa, foram adici-
onadas vagarosamente uma solução de 0,32 g de sacarose em 3,2
mL de água em cada um dos sistemas. Sob agitação tipo Dubnoff a

20 ou 30 °C, foram adicionados 0,2 g (1,3 mmoles) de a-cloro-
acetofenona. Após 24, 48 e 72 h de reação, o meio reacional foi
separado do suporte por filtração, e pré-purificado em uma coluna
cromatográfica de sílica para eliminar partículas provenientes do FP,
o solvente foi evaporado. A análise da mistura reacional foi realiza-
da por CG, com uma coluna quiral. A reutilização dos dois sistemas
foi testada, adicionando-se novamente 0,2 g (1,3 mmoles) de �-
cloroacetofenona e 50 mL de hexano; após a filtragem a vácuo do
sobrenadante e a lavagem do suporte com hexano (3 x 30,0 mL) sob
agitação magnética.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A reação de redução do acetoacetato de etila foi utilizada como
um modelo em todos os estudos dos processos de imobilização e
recobrimento, com a finalidade de padronizar uma metodologia para
outros substratos. Muitos detalhes desta reação modelo são bem co-
nhecidos, principalmente considerando-se que o valor do excesso
enantiomérico do álcool produzido pode ser facilmente monitorado
por cromatografia gasosa com uma coluna com fase estacionária
quiral. Além disto, -hidroxiésteres enantiomericamente puros, tem
sido usados como materiais de partida em sínteses orgânicas (Es-
quema 2)26.

Esquema 2

Estudos anteriores realizados por Moran e col.30 demonstraram
que a relação ideal de FP fresco (contém 70% de umidade) e K10 é
de 1:1. Neste trabalho foi usado o FP desidratado e a proporção
biocatalisador : suporte foi 3:1. Não foi observada qualquer diferen-
ça na obtenção do produto final, após a hidratação do FP antes de
sua adsorção em K10, com solução de KCl (2%) e sacarose (razão
de sacarose/ FP 1:1).

Sabe-se que a utilização de quantidades de água (entre 0,2 a
1,2 mL de água por grama de fermento) adicionadas ao meio reacional
é indispensável para que ocorra a reação18,20,21,26. Foram realizados
testes para estabelecer a quantidade ideal de água, dentro da faixa
estipulada pela literatura como aceitável, que pode ser adicionada ao
meio sem alterar a morfologia dos sistemas em estudo (FP, FP/K10,
FP/G, FP/K10/G). O valor máximo de água foi de 0,8 mL por grama
de FP, quantidade esta que ainda preserva a área superficial dos sis-
temas de ser diminuída por aglutinação.

Tabela 1. Diferentes condições experimentais empregadas nas reações de redução de acetoacetato de etila mediadas por FP, em hexanoa

Entradas Sistemas H
2
O (mL) FPb (g) K10c (g) Gd (g/mL) Sacarose(S) (g)

1 FP 1,6 2,0 _ _ _
2 FP/S 1,6 2,0 _ _ 0,16
3 FP/G 1,6 2,0 _ 0,1 _
4 FP/G/S 1,6 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 1,6 2,0 6,0 0,1 0,16

a) O meio reacional sofreu agitação tipo Dubnoff, e os experimentos foram realizados em duplicatas para comparação dos resultados; b) FP =
fermento de pão; c) K10 = montmorilonita K-10; d) G = gelatina
Temperaturas: 20 e 30oC
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Conforme esperado, não houve formação de produto quando a
reação foi realizada na presença de K10 sem a adição de FP. Verifi-
cou-se por CG-quiral, com os sistemas FP, FP/S e FP/K10/G/S a
20 °C que, após 24 h de reação obteve-se 100% de conversão (%c)
ao produto 3-hidroxibutanoato de etila. (Figura 1).

Nas reações efetuadas a 30oC, também foi obtido 100% de con-
versão 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
reutilização. Com o sistema FP/K10/G/S, obteve-se o produto com
19% de conversão na primeira reutilização, mostrando uma modesta
proteção para as células do FP. Após a primeira reação, todos os
sistemas foram avaliados em até quatro reutilizações (Figura 2).

Através da análise das Figuras 1 e 2, pode-se verificar que a
partir da segunda reutilização, ou seja, a terceira reação a que o sis-
tema foi submetido, as áreas que correspondem aos produtos da re-
ação diminuíram significativamente, principalmente à temperatura
de 30 oC. A temperatura exerce uma influência na desativação da
enzima redutase do FP25. Como conseqüência, ocorreu a desativação
da enzima após 24 h e obtiveram-se valores de conversão menores
quando as reações foram realizadas a 30 °C .

Os valores de ee, analisados por CG-quiral, foram para todos os
sistemas superiores a 99%. Para todos eles, apenas um dos
enantiômeros foi detectado. As condições cromatográficas para a
separação dos enantiômeros preestabelecidas e as medidas de rota-
ção ótica [�]T

D
 indicaram a formação do (S)-(+)-3-hidroxibutanoato

de etila puro de acordo com a literatura12, 31.
Para os sistemas FP/K10 e FP/K10/G sem a adição de sacarose,

a %c diminuiu consideravelmente em relação aos mesmos sistemas
com adição de sacarose, nas temperaturas de 20 e 30 oC. Estes resul-
tados podem estar associados ao fato de que a sacarose pode atuar
como fonte de carbono e proteção adicional para as células de
Saccharomyces cerevisiae (Tabela 2).

Constatou-se também que o maior tempo de permanência do FP
não imobilizado em solventes orgânicos está relacionado a um apa-
recimento de produtos secundários, detectados pelos cromatogramas.
Porém, para o sistema imobilizado, ou seja, FP/K10/G/S, houve uma
maior resistência quanto à formação de subprodutos indesejáveis.

A redução estereosseletiva de �-halocetofenonas é potencialmen-
te um excelente processo para obtenção de haloidrinas quirais, que
podem ser usadas como blocos de construção quirais para alguns
produtos naturais e fármacos opticamente ativos32. A biorredução da
�-cloroacetofenona tem sido realizada com FP em meio aquoso30,32,33.
Neste trabalho, esta reação foi realizada em meio orgânico (Esque-
ma 3).

Esquema 3

Os dados de %c e ee (%) para formação do (R)-(-)-2-cloro-1-
feniletanol estão 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 difusão
do reagente e do produto, no meio reacional, causada pela gelatina
(G) e o K10.

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

Sistemas % c (20 oC) % c (30 oC)

FP/K10 73 56
FP/K10/S 93 95
FP/K10/G 79 52
FP/K10/G/S 100 100

Tempo reacional: 24 horas

Figura 1. Porcentagem de conversão (%c) do acetoacetato de etila em (S)-
(+)-3-hidroxibutirato de etila mediada por FP em diferentes sistemas de

imobilização e em função do número de reutilização, em hexano a 20 °C.

Figura 2. Porcentagem de conversão (%c) do acetoacetato de etila em (S)-

(+)-3-hidroxibutirato de etila mediada por FP em diferentes sistemas de

imobilização e em função do número de reutilização, em hexano a 30 °C.
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Foram realizados testes para verificar a ocorrência de inversão
de configuração ao reutilizar estes sistemas nestas condições experi-
mentais, considerando que isto ocorre em meio aquoso30. Entretan-
to, observou-se que não houve a inversão de configuração 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 proteção FP/K10/G/S, para a parede celular, ainda não foi efici-
ente quando um substrato tóxico como a �-cloroacetofenona foi uti-
lizado em hexano, sugerindo a desativação das oxido-redutases.

CONCLUSÕES

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

A metodologia estudada para a proteção das células de
Saccharomyces cerevisiae do meio reacional, mostrou-se também
bastante eficiente na obtenção de produtos enantiomericamente pu-
ros como o (R)-(-)-2-cloro-1-feniletanol (ee 78%, 72h a 30oC). Uma
grande vantagem deste método, está na facilidade de separação do
produto desejado do meio reacional. Entretanto, a dificuldade de
difusão dos reagentes e produtos pode levar à formação de produtos
com baixos valores de %c.

O método é adequado para ser empregado em reações de redu-
ção enantiosseletivas em laboratórios de química orgânica.
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Abstract—Kinetic resolutions of �-methylene-�-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

�-Methylene-�-hydroxy esters 1 are versatile building
blocks for the synthesis of many important compounds
such as natural products (kijanolide,1 mycestericin E,2

terpenticin,3 necic acids,4 terpenoids,5 insect
pheromones),6,7 nitrogen-containing heterocycles8–10

and other biologically-active molecules.11,12 These mul-
tifunctional compounds 1 are readily available by a
unique synthetic transformation involving a nucleo-
phile-catalyzed reaction of �,�-unsaturated esters with
aldehydes, the Baylis–Hillman reaction (Eq. (1)).13–15 A
convenient access to optically-active �-methylene-�-
hydroxy esters 1, however, represents a challenging
issue that has received increasing interest.2,16 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.17–20 In addition, these
methodologies usually employ rather expensive chiral
sources and difficult experimental protocols with multi-
step transformations that restrict their use. Racemic
�-methylene-�-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

racemic 1 have been reported, these methods also
present restrictions concerning the availability of the
resolving reagents, multi-step synthesis, and low
yields.20–23

(1)

Lipases (glycerol ester hydrolases E.C. 3.1.1.3) are
established catalysts for the stereoselective resolution of
synthetic or semi-synthetic chiral alcohols.24,25 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.26 Among the available lipases, those from
Pseudomonas sp. have been used to enhance kinetic
resolutions of ferrocene derivatives and starting materi-
als for the synthesis of terpenoids and carotenoids, as
well as in the stereoselective preparation of polyesters27

and polycarbonates.28
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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.29,30 However,
enzymatic kinetic resolution of racemic �-methylene-�-
hydroxy esters31,32 using lipases such as PSL and Pseu-
domonas AK is limited to a few examples.33,34 While
good to excellent enantiomeric excess (e.e.) was
achieved in such resolutions, only modest enantiomeric
ratio (E) values35 were observed for alcohols 1 contain-
ing carbomethoxy groups (R�=CH3)33 or large side
chains (R >C2H5).34 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 �-methyl-
ene-�-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.1,5,7 The previously

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 CH2Cl2 at 0°C for 2 h.4,5,8

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%.36 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.

Scheme 1.

Table 1. Preliminary screening for the biocatalytic resolutions of compounds 2, 3 and 4

Time (h)Compound–catalyst Solvent Acylating reagent

16824 48 72 % cb

e.e.a (%) e.e. (%)e.e. (%)e.e. (%)

Hexane Vinyl acetate 522–PSL/freec 77 87 91 39
1 3 3CH3CN 20 0.5Vinyl acetate

Hexane Isopropenyl acetate 17 27 40 90 27
Hexane Vinyl acetate 57 90 99 99 502–PSL/PEOd

00002–PSL/silicad 0Vinyl acetateHexane
0 0 02–PSL/K10d 0Hexane 0Vinyl acetate

Hexane Vinyl acetate 13–PSL/freec 5 8 14 12
Hexane 04–PSL/freee 0Vinyl acetate 000

0Isopropenyl acetateHexane 0 0 0 0

a Enantiomeric excess for the acetate, determined by chiral CG.
b c=conversion determined by 1H NMR (200 MHz).
c PSL=500 mg; substrate 2 or 3=7.8 mmol.
d PSL=100 mg; support (PEO, silica gel or montmorillonite K10)=500 mg; substrate 2=1.4 mmol.
e 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)-(+) ([� ]D=+18.0; CHCl3, c
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.34

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

Substrate (mmol)Entry PSL/support (mg of enzyme) Time (h) E.e.s. (%)a E.e.p. (%)a Conversion (%)b E

995224PSL/free (500) 3352 (7.8) 341
2 48 77 99 44 466
3 96 90 99 48 617
4 168 91 99 48 637

2491999235 24PSL/PEO (50)2 (1.4)
38 99 28 289486

96 65 99 40 3917
168 81 99 45 5008

2982999419 24PSL/PEO (75)2 (1.4)
72 99 42 4314810

9611 80 99 45 491
12 520469983168

379957 35424PSL/PEO (100)2 (1.4)13
14 48 90 99 48 617

99 50 105715 96 99
16816 99 99 50 1057

17 3 (7.8) PSL/free (500) 24 1 99 1 200
18 48 5 99 5 209

9619 10 99 9 219
20 228129914168
21 PSL/PEO (100) 243 (1.4) 29 99 23 264
22 48 40 99 29 295
23 9996 54 35 342

9956168 3624 350

a Enantiomeric excesses for the substrate (e.e.s.) and for the product (e.e.p.) were determined by chiral CG.
b Determined by 1H 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.29,37

3. Conclusion

The enzymatic resolution of �-methylene-�-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. 1H NMR (200
MHz) spectra were recorded in CDCl3 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 H2 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 1H NMR integrals
(200 MHz, CDCl3). The enantiomeric ratio (E) values
were calculated from the degree of conversion and the
e.e. of the product, according to the Sih equation.35

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 H2O 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 H2O (10 mL), and the
suspension was mixed with silica gel (500 mg) or K10
(500 mg) in 10 mL H2O 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 �-methylene-�-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.1,4,5,7,8

4.5. Methyl 3-hydroxy-2-methylenebutanoate 21

IR: 3426, 1734 and 1645 cm−1; 1H NMR: � 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 35,7

IR: 3440, 2958, 2874, 1718 and 1630 cm−1; 1H 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 54,8

IR: 1742 and 1634 cm−1; 1H NMR: � 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 65,8

IR: 1726 and 1634 cm−1; 1H NMR: � 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 CH2Cl2 (10 mL), washed with 5%
HCl (5 mL) and H2O (5 mL), dried with Na2SO4, 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−1; 1H NMR: � 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. calcd for C15H14O3 (%): C,
74.36; H, 5.82. Found: C, 74.03; H, 5.90.

4.10. General procedure for enzymatic resolution of
racemic �-methylene-�-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)-�-methylene-�-acetoxy esters
and (S)-�-methylene-�-hydroxy esters as colourless oils.

4.11. General procedure for enzymatic resolution of
racemic �-methylene-�-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 �-meth-
ylene-�-acetoxy esters and �-methylene-�-hydroxy
esters.
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10. Räcker, R.; Döring, K.; Reiser, O. J. Org. Chem. 2000,
65, 6932–6939.

11. Basavaiah, D.; Kumaragurubaran, N. Tetrahedron Lett.
2001, 42, 477–479.

12. Kundu, M. K.; Sundar, N.; Kumar, S. K.; Bhat, S. V.;
Biswas, S.; Valecha, N. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999, 9,
731–736.

13. (a) Basavaiah, D.; Rao, A. J.; Satyanarayana, T. Chem.
Rev. 2003, 103, 811–891; (b) Basavaiah, D.; Rao, P. D.;
Hyma, R. S. Tetrahedron 1996, 52, 8001–8062.

14. Ciganek, E. Organic Reactions ; John Wiley & Sons: New
York, 1997; Vol. 51, pp. 201–350.

15. Drewes, S. E.; Roos, G. H. P. Tetrahedron 1988, 44,
4653–4670.

16. Langer, P. Angew. Chem., Int. Ed. 2000, 39, 3049–3052.
17. Brzezinsky, L. J.; Rafel, S.; Leahy, J. W. J. Am. Chem.

Soc. 1997, 119, 4317–4318.
18. Yang, K.-S.; Chen, K. Org. Lett. 2000, 2, 729–731.
19. Krishna, P. R.; Kannan, V.; Ilangovan, A.; Sharma, G.

V. M. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 829–837.
20. Iwabuchi, Y.; Nakatani, M.; Yokoyama, N.;

Hatakeyama, S. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 10219–
10220.

21. Trost, B. M.; Tsui, H.-C.; Toste, F. D. J. Am. Chem. Soc.
2000, 122, 3534–3535.

22. Kitamura, M.; Kasahara, I.; Manabe, K.; Noyori, R. J.
Org. Chem. 1988, 53, 708–710.

23. Brown, J. M. Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1987, 26,
190–203.

24. Roberts, S. M. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1999, 1,
1–21.

25. Roberts, S. M. Biocatalysis for Fine Chemical Synthesis ;
John Wiley & Sons: New York, 1999.

26. Yang, H.; Henke, E.; Bornscheur, U. T. J. Org. Chem.
1999, 64, 1709–1712.

27. Kobayashi, S.; Uyama, H.; Namekawa, S.; Hayakawa,
H. Macromolecules 1998, 5655–5659.

28. Al-Azemi, T. F.; Bisht, K. S. Macromolecules 1998, 6536–
6540.

29. Morisso, F. D. P.; Costa, V. E. U. Tetrahedron: Asymme-
try 2001, 12, 2641–2647.

30. Queiroz, N.; Nascimento, M. G. Tetrahedron Lett. 2002,
43, 5225–5227.

31. Adam, W.; Hoch, U.; Saha-Möller, C. R.; Schreier, P.
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