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RESUMO

QUEIROZ, Neide. Sintese Enantiosseletiva de Amidas e Esteres Catalisada por Lipases.
Florianodpolis, 2002. 152f. Tese (Doutorado em Quimica Organica) — Programa de Pos-
graduacao em Quimica, UFSC.

Orientadora: Maria da Graca Nascimento

Defesa: 20/12/2002

Os quimicos, procurando sintetizar substancias enantiopuras, dependem da
disponibilidade de materiais de partida quirais. Neste trabalho foi pesquisada a obtengao de
acidos, ésteres, aminas e amidas enantiomericamente puros, através da resolugdo de 4cidos
e aminas racémicos. Dentre as resolucdes de acidos racémicos, o mais explorado foi o
acido hidroxi(fenil)acético por possuir um grupo hidroxila e um grupo carboxilico. Para
obter seus enantiomeros oticamente puros, foram realizadas reacdes de esterificacdo do
grupo carboxilico e acilagdo da hidroxila. As reagdes de esterificagdo com 1-pentanol
forneceram uma conversdao em éster de 10 % usando lipase de Pseudomonas sp.
imobilizada em gel de agar (PSL/4gar) apds 336h e de 26 % utilizando lipase de Candida
antarctica (CAL) apos 840h a 25 °C. As reagdes de acilagdo foram realizadas apds
derivatizagao prévia do acido em seu éster metilico. O éster foi acilado usando acetato de
vinila, PSL livre ou imobilizada em filme de poli(6xido)etileno (PSL/PEO) ou em gel de
agar, em varios solventes organicos. Excelentes resultados foram obtidos usando PSL/PEO
e éter isopropilico como solvente. Para este sistema, os excessos enantioméricos (ee) para
o substrato e produto foram > 99% com conversdo de 50%. A enantiosseletividade (E)
alcangada foi excelente (E = 1057) contra um E de 230 usando PSL livre, com
enantiopreferéncia para o isomero S. Os demais acidos submetidos a resolu¢do enzimatica
através de reagdo de esterificagdo com alcoois aquirais foram 2 e 3-alquilalcandicos ¢ 2-
bromoalcandicos. Neste processo empregaram-se lipases livres e imobilizadas. Os
resultados alcangados para a resolucao destes acidos foram modestos, com E variando 1,2
a 10. Também foi avaliada a amindlise biocatalitica de (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de
metila e (R,S)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila com I-butilamina e 1-octilamina
catalisada pela CAL. As correspondentes amidas foram obtidas com E variando de 1,2 a
2,7, sendo o enantidomero R, o mais reativo. Na resolugdo das aminas racémicas (1-
etilpentilamina, I-metilheptilamina, 1-metilhexilamina, 1-feniletilamina, 1,2-
dimetilpropilamina, 2-etilhexilamina) através da amindlise catalisada por CAL, observou
que o grau de enantiosseletividade foi dependente da amina de partida e que R foi o
enantibmero mais reativo. As aminas discriminadas enantiomericamente foram a 1-
metilheptilamina, 1-metilhexilamina, 1-feniletilamina e 1,2-dimetilpropilamina, com
valores de E variando 24 a 79. Além disso, alguns compostos racémicos (acidos, ésteres e
amidas) e enantiomericamente puros (amidas) foram avaliados em teste farmacoldgico. Os
acidos 2-bromoalcanoicos, hidroxi(fenil)acetato de metila e seus derivados amidas,
administrados por via intraperitoneal foram capazes de reduzir significativamente a
nocicepgao causada pelo acido acético em camundongos.

Palavras-chave: lipases, imobiliza¢dao de enzimas, enantiosseletividade enzimatica, ésteres
e amidas quirais, atividade antinociceptiva.
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ABSTRACT

QUEIROZ, Neide. Sintese Enantiosseletiva de Amidas e Esteres Catalisada por Lipases.
Florianopolis, 2002. 152f. Tese (Doutorado em Quimica Organica) — Programa de
Pos-graduagdo em Quimica, UFSC.

Orientadora: Maria da Graca Nascimento

Defesa: 20/12/2002

In order to synthesize enantiopure compounds , the chemists depend on the
disponibility of chiral materials. In this work, it was investigated the production of acids,
amines and amides optically pure, via enzymatic resolution of racemic acids and amines.
Hydroxy(phenyl) acetic acid was the compound investigated more extensively due to the
presence of hydroxy and carboxyl group. To obtain optically pure enantiomers,
esterification of carboxylic acid and acylation of hydroxyl group catalyzed by lipases was
accomplished. The esterification reactions with n-pentanol yielded the ester in 10%
conversion using Pseudomonas sp lipase immobilyzed in agar gel (PSL/agar) after 336 h,
and 26% using Candida antarctica lipase (CAL) after 840 h reaction at 25 °C. The
acylation reactions were realized after acid derivatization to the corresponding methyl
ester. The methyl esters were acylated with vinyl acetate, catalyzed by free PSL or
immobilized in poly (ethylene oxide) (PEO) and in agar gel, in various organic solvents .
Excellent results were obtained using PSL immobilized in PEO and isopropyl ether as
solvent . For this system, the enantiomeric excess (ee) for substrate and product were
>99% with conversion near 50%. The enantiomeric ratio was also excellent, being of 1057.
For the system PSL/free an E value of 230 was obtained. In both cases, the
enantiopreference was for the S isomer. 2- and 3-Alkylalkanoic and 2-bromoalkanoic acids
were also submitted to enzymatic resolution using free or immobilized lipase . No
enzymatic recognition was observed for 2-alkylalkanoic acids However, 2-bromo alkanoic
acids were discriminated using PSL and CAL , but still showed a low enantioselectivity
with E values of 1.2-10. The biocatalytic aminolysis of methyl (R,S)-hydroxy(phenyl)-
acetate and methyl (R,S)-2-chrorophenoxy) propanoate  with 1-butylamine and 1-
octylamine, in hexane at 25 °C, was studied using CAL . The corresponding amides were
obtained with low enantioselectivity ( E= 1.2-2.7) and showed enantiopreference for R-
isomer. In the enzymatic resolution of racemic amines I-ethylpenthylamine, 1-
methylhexylamine, 1-phenylethylamine, 1,2-dimethylpropylamine and 2-ethylhexylmaine
catalyzed by CAL and PSL, the enantioselectivity was highly dependent on the amine
structure. E values of 24-79 were obtained using CAL as biocatalyst, forming only R-
isomer. Biological activity of some racemic compounds (acids, esteres and amides ) and
optically pures ( amides) were evaluated in pharmacological tests. The results suggested
that 2-bromoalkylalkanoic acids, methyl hydroxy(phenyl)acetate and some of its
derivatives had antinociceptive activity and that these compounds might be used to obtain
new substances with analgesic potencial.

Key words: lipases, enzyme imobilization, enzymatic enantioselective, chirals esters and
amides, antinociceptive.



1 INTRODUCAO

Nos vivemos em um mundo quiral € nossos corpos também estdo em um ambiente
quiral. O processo biologico fundamental pelo qual nossos corpos sao mantidos e crescem
sdo controlados pela quiralidade. As enzimas envolvidas na digestdo ¢ metabolismo, por
exemplo, sdo catalisadores quirais que interagem de forma diferenciada com os diferentes
enantidomeros. Considere por exemplo, os enantidmeros da carvona, onde a forma R ¢ o
componente principal do 6leo de horteld, enquanto que a S € o componente principal das
sementes do cominho. Os dois enantidmeros cheiram diferentemente para os humanos em
qualquer proporg¢ao.

O desenvolvimento de métodos eficazes para obter separadamente os enantiomeros
de um composto racémico ¢ fundamental, principalmente para os farmacos quirais. Um
enantidomero pode ser obtido de maneira usual através da resolugdo de misturas racémicas e
de sinteses assimétricas. Em ambos os métodos, o uso de enzimas tem crescido
significantemente. Certamente, os métodos bioquimicos possuem suas limitagdes perante
aos cléassicos da quimica organica, mas representam uma ferramenta sintética poderosa
para complementar outras metodologias na quimica organica sintética moderna.

A separacdo de enantidmeros usando enzima ¢ chamada de “resolucao
enzimatica”. As enzimas podem ser utilizadas na sua forma bruta, purificadas ou
imobilizadas.

Nesta tese sera abordado o emprego das lipases livres e/ou imobilizadas em filme
de poli-oxido etileno (PEO) e em gel de agar na resolu¢do de aminas e acidos racémicos.
Também foi avaliado o potencial antinociceptivo de acidos 2-bromoalcanoicos e de amidas

derivadas do acido hidroxi(fenil)acético.



1.1 Relevancia da quiralidade em quimica organica

A historia da quiralidade na quimica organica comecou em 1815 quando o fisico
francés Jean Baptiste Biot descobriu que certas substancias foram hébeis para desviar o
plano da luz polarizada passada através delas, um fendmeno chamado de atividade otica.
Parte do enigma foi resolvido quando Louis Pasteur separou os cristais de uma mistura
racémica de um sal de 4cido tartdrico e reconheceu que a solu¢do das imagens nado
sobreponiveis desviavam a luz plano polarizada em dire¢des opostas [1].

Denomina-se quiral, qualquer molécula ou objeto que ndo seja sobreponivel a sua
imagem especular. Muitos dos compostos associados com os organismos vivos sao quirais,
como por exemplo DNA, enzimas, anticorpos € hormonios. Por esta razdo os enantiomeros
de um composto podem apresentar atividade biologica distinta. Por exemplo, os
enantiomeros do limoneno apresentam odores diferentes, mesmo sendo formados
naturalmente. O enantiomero § tem aroma de limdo, enquanto que o R tem aroma de
laranja. A distingdo no odor ocorre porque os receptores também sdo constituidos de
moléculas quirais e reconhecem a diferenca entre os enantiomeros.

Nos farmacos quirais, somente um dos enantiomeros ¢ o responsavel pela atividade
de interesse e em certos casos o outro enantiomero pode ser prejudicial ou inativo. O
exemplo mais expressivo que marcou a historia da quimica bioldgica foi a tragédia da
talidomida, a qual era prescrita na forma racémica. O enantiomero R era efetivo contra
nausea matutina de mulheres gravidas, enquanto que o S teve efeitos devastadores que
causaram a ma formagdo em muitos fetos. Esta teoria estd sendo questionada,
particularmente, porque os dois enantiomeros da talidomida facilmente podem ser
interconvertidos no organismo.

As estruturas dos enantiomeros do limoneno, talidomida e de outras substiancias

cujas caracteristicas sao funcao direta de sua configuragdo sao mostrados na Figura 1.
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Figura 1- Enantidomeros de substancias cujas caracteristicas bioldgicas sdo fungao diretade

sua configuragao [2].

Obviamente ha um forte demanda para obter enantiomeros puros devido ao fato que
para muitas aplicacdes a forma racémica ja nao ¢ aceita. A busca por métodos eficazes para
produzir compostos enantiomericamente puros indiscutivelmente aumentara [3]. Em 2001

o prémio Nobel em quimica foi para as descobertas feitas pelos quimicos, Willian S.



Kowles, Ryoji Noyori ¢ K. Barry Sharpless pelos seus desenvolvimentos na sintese
catalitica assimétrica. Os trabalhos destes cientistas tiveram um grande impacto, tanto na
pesquisa académica como nas industrias farmacéuticas, pois possibilitaram o
desenvolvimento de fdrmacos e outras substancias biologicamente ativas com pureza
enantiomérica [4].

Um enantidmero de um produto quiral pode ser preparado por trés caminhos
principais, sendo através do uso de um composto quiral, da separagdo de materiais

racémicos e de sinteses assimétricas, Figura 2 [5].

[ Composto quirali [ Substratos pré-quiral ]

Resolucdo Sintese assimétrica

Cinética Cristalizagdo

Sinteses /\ /\ Catalise Biocatalise

Enzimatica  Quimica Enantiémeros Diasteroisémeros

Compostos enantiomericamente puros

Figura 2- Rotas para obter compostos enantiomericamente puros [5].

O composto quiral se refere a produtos naturais prontamente disponiveis ou seja,
isolados de fontes naturais ou produzidas através de fermentagdo. Estes compostos podem
ser convertidos em sintéticos através de manipulagdes quimicas [6]. Quando um material
de partida ¢ um produto natural, na maioria dos casos somente um dos enantidmeros esta
disponivel. Conseqilientemente, muitos enantidmeros desejados devem ser preparados por
caminhos alternativos. Além disso, para aplicacdes em grande escala nem sempre ¢
possivel encontrar o material de partida desejado de uma fonte natural.

Apesar de desenvolvimentos revolucionarios terem sido feitos em sinteses
assimétricas cataliticas, a resolucdo de racematos ainda ¢ a metodologia mais importante

para a sintese industrial de produtos enantiopuros [7]. Os métodos para resolugao incluem



resolucdo cinética quimica ou enzimatica, ou a classica via cristalizacao preferencial ou
separacao de diasteroisomeros.

Virios fatores influenciam na escolha do método tais como o preco do material de
partida, nimero de etapas sintéticas, disponibilidade de produ¢do tecnologica, etc.. As
enzimas como catalisadores quirais possuem um papel importante nos métodos citados
para obter um composto enantiomericamente puro e também estdo envolvidas na producdo

de compostos quirais na natureza, nas sinteses assimétricas e na resolu¢io de racematos.

1.2 Resolucio cinética enzimatica

Um substrato racémico quando ¢ submetido a uma rea¢do enzimadtica sofre
discriminacdo quiral entre os enantidmeros. Devido a quiralidade da enzima, o
enantidmero que melhor se ajusta no seu sitio ativo ¢ convertido em uma velocidade mais
alta. Para assegurar uma alta seletividade para ambos os enantidomeros, a diferenga na
velocidade de reacdo dos enantiomeros individuais deve ser a maior possivel. Em alguns
casos ideais a velocidade ¢ tdo extrema, que o “bom” enantiomero ¢ transformado
rapidamente e o outro ndo ¢ convertido. Entdo a reagdo enzimdtica cessaria
automaticamente em 50% de conversdo, quando ja ndo existe mais o enantiomero reativo.
Como conseqiiéncia, cada enantidmero pode ser obtido somente com 50% de rendimento
em uma resolug¢ao enzimatica [8].

Na pratica a maior parte das resolu¢des enzimaticas de substratos racémicos nao
mostra uma situagao ideal ¢ a diferenca na razdo das velocidades de conversdao dos
enantiomeros ndo ¢ infinita, mas mensuravel. O que se observa nestes casos, niao ¢ uma

parada total da reacdo em 50% de conversdo, mas uma acentuada diminui¢do na



velocidade proxima a este valor. Em tais casos um enantidmero depara com algumas

dependéncias cruciais:

— A velocidade de transformacdo de cada enantidmero varia com o grau de
conversdo (c), logo a razdo dos dois enantidmeros ndo permanece constante

durante a reagao.

— Os excessos enantioméricos dos substratos (ees) e produtos (eep) tornam se

uma fungdo da conversdo (c).

Um tratamento muito util das resolugdes cinéticas enzimaticas, descrevendo a
dependéncia da c, ees e eep foi desenvolvido por Sih em 1982 sob a base tedrica de
Sharpless e K. Fajans. O parametro que indica a discrimina¢ao de uma enzima entre dois
enantiomeros foi introduzido como Razdo Enantiomérica (E), sendo somente
determinado pelo ambiente do sistema [8].

Para reacdes irreversiveis, tais como hidrolise de éster em meio aquoso ou reagdes
de transferéncia acila usando ésteres enolicos ou anidridos acidos, a conversdo e a razdo
enantiomérica podem ser calculadas a partir dos valores de ees e de eep, com o uso das
Equagdes 1, 2 e 3 [8-10].

ees N
cC=—-— Equacao 1
ees + eep

B In[(1-c)(1—ees)]
" In[(1-c)(1+ees)]

Equagdo 2

B In[1—-c(1+eep)]
" In[1—c(1-eep)]

Equagdo 3

Onde:

¢ = conversao

ee = excesso enantiomérico
s = substrato

p = produto

E = razdo enantiomérica



As Equacodes 1, 2 e 3 fornecem resultados confidveis com excegdo para extensoes
de conversdes muito baixas e muito altas, onde uma medida precisa ¢ restringida por erros
derivados de manipulacdo de amostra. Em tais casos, ¢ recomendado usar a Equacido 4,
porque somente valores de ees e eep necessitam ser medidos. Os ultimos termos sdo

quantidades relativas em contraste com a conversao, que ¢ uma quantidade absoluta [11].

(1—ees) (1+ees)

k= ln[(1 + ees/eep) (1+ees/eep)

Equagdo 4

A situagdo torna mais complicada quando a reacdo ¢ reversivel. Este ¢ o caso se a
concentragcdo do nucledfilo que ataca o intermediario acil-enzima esta limitado e ndo em
excesso (por exemplo, 4gua em uma reacdo hidrolitica). Nesta situagdo, a constante de
equilibrio da reacdo, negligenciada na reagao irreversivel, tem um papel importante e,
portanto tem que ser determinada.

As equagdes 5, 6 e 7 relacionam a seletividade da reagdo (E), a conversao (c), as

purezas Oticas do substrato (ees) e produto (eep) e também a constante de equilibrio K.

K= = Equagdo 5

g o n[1-(1+K)c(d+eep)]

= Equagdo 6
In[1-(1+K)c(1-eep)]

B In[1-(1+K)(c+ees{l—c})]
" In[1-(1+K)(c—ees {1-c})]

Equacao 7

Onde:

C. = conversao no equilibrio
ee = excesso enantiomérico
s = substrato

p = produto

E =razdo enantiomérica

K = constante de equilibrio



A Figura 3 mostra o comportamento das curvas de pureza enantiomérica para o
produto e substrato em uma resolu¢do enzimatica, seguindo uma reagao do tipo reversivel.
A curva do produto assemelha-a de uma reacdo irreversivel. Porém, uma significativa
diferenca ¢ encontrada na curva do substrato, quando comparada a de uma reagdo
irreversivel, particularmente em taxas de conversdo maiores. Quando a reagdo reversa
comeca a acontecer em uma extensdo significante (a qual depende da posi¢ao do
equilibrio), as purezas enantioméricas do substrato e produto sao diminuidas [9, 10].

Para melhorar a pureza oOtica do substrato e produto em resolu¢des enzimaticas

reversiveis desloca-se o equilibrio para obter uma reagao irreversivel.

produte  gyhstrato produto  substrato
R 1‘ ; 00 P i -100
£ : l & £ £
2 ' H g ; &
- 1] : 1 \
- i il - i - 50
5 i
1 I] : I]
0 a0 100 0 50 100
conversio [%] conversao [X]
E= 20 E=20

Figura 3- Curvas da pureza enantiomérica do substrato e produto ao longo de uma

resolucdo cinética enzimatica. a) reagao reversivel e b) reagao irreversivel.

Os valores de razdes enantioméricas menores do que 15 sdo inaceitaveis para
propdsitos praticos. Podem ser consideradas moderadas a bom de 15-30 e acima destes
valores sdo excelentes. Deve ser enfatizado que E > 200 nao podem ser determinados com
precisdo devido a imprecisdes emergidas dos métodos das determinagdes do excesso
enantioméricos (ex. RMN, CLAE ou CG), onde uma pequena variagdo do ees ou eep causa

uma mudanga significativa no valor numérico de E [12].



1.3 Métodos analiticos para a determinacio do excesso enantiomérico

A similaridade estrutural entre os pares de enantiomeros reflete-se igualmente nas
suas propriedades fisicas e quimicas na auséncia de influéncia quiral externa.

O desenvolvimento de métodos de andlise estereoquimica sensivel, especialmente
os cromatograficos de alta resolugdo para a determinacdo da pureza enantiomérica, foi
fundamental para o desenvolvimento da sintese assimétrica, pois permite a avaliacao
precisa do grau de seletividade obtido em uma determinada reagao [13].

Um excesso enantiomérico de 100% corresponde a um composto
enantiomericamente puro. A reagdo que fornece esta pureza ¢ chamada de
enantioespecifica representado uma situacao ideal que raramente ¢ atingida na pratica. Jan
Backvall e colaboradores, combinaram a a¢ao de uma enzima ¢ um catalisador de metal de
transicdo (Ru,L), para a producdo de um éster com pureza enantiomérica de 100%,
Figura 4 [14]. Neste processo, a lipase catalisa a acilagdo de um dos enantidmeros com
maior rapidez do que do outro. O catalisador metalico continuamente racemiza o
enantidmero ndo desejado do alcool, o qual novamente ¢ acilado por via enzimatica. No
final do processo obtém-se apenas o enantidmero desejado.

Um excesso enantiomérico de 0% corresponde a uma mistura de 1:1 de

enantidmeros, conhecida como mistura racémica ou racemato, denotada pelo prefixo (+).

(0]
Q <
OH NSNS
\/\/\}\ Lipase
p-CIC(H,0COCH; ! ol
T RuZL |

Figura 4- Exemplo de reagdo com excesso enantiomérico de 100%. L = ligante.
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1.3.1 Método polarimétrico

O método classico para determinar o excesso enantiomérico de uma amostra ¢
medir sua pureza Otica através de um polarimetro. A rotagdo Otica especifica, [o], ¢ uma
grandeza caracteristica de cada composto oticamente ativo, Equagao 8.

[O(, ]D _ 100 o

t

Equagdo 8
cl

Onde:
o, = rotagao oOtica observada
1 = comprimento da cela em dm
¢ = concentragdo em g por 100 cm’ de solvente
t = temperatura (Celsius)
D = comprimento da linha de emissao de sddio (589 nm)

A rotacdo da luz plana polarizada ¢é igual para ambos enantidmeros, mas com sinal
contrario. Na literatura encontram-se valores de [o] para varios compostos oticamente
ativos. Esse dado nao sé ¢ utilizado como critério de identificagdo de uma substancia, mas
também para avaliar o excesso enantiomérico ou a sua porcentagem em uma mistura,
Equagdo 9.

rotagdo especifica observada .
ee= - ¢ - P — x100 Equagdo 9
rotagdo especifica do enantiomero puro

Embora este método seja uma técnica geralmente usada para determinar o excesso
enantiomérico de um composto, este possui algumas desvantagens:

— A amostra sob a andlise deve ser homogénea e destituida de tragos de impurezas
quirais.

— Para amostras com baixo poder de rotacdo otica, grande quantidade de amostras
pode ser requerida para produzir medidas de rotagdo otica mensuravel.

— Ha muitos casos na literatura cientifica onde a rotagdo oOtica absoluta foi
reportada incorretamente ou interpretada errada [13].
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— As medidas de rotagdo Otica sdo particularmente sensiveis a temperatura ¢ a
concentracdo. Os erros nas medidas de rotagdes destes efeitos combinados sao
estimados pelo menos de + 4%.

A variagdo de temperatura ¢ causada pela mudanca no volume da amostra liquida
ou das solugdes resultando em uma mudanga direta no numero de moléculas quirais no
caminho O&tico. A rotacdo Otica especifica ndo ¢ sempre linearmente proporcional a
concentragdo. As interacdes entre as moléculas de solutos podem conduzir a rotagdes
Oticas ndo lineares em solugdo concentrada, portanto ¢ essencial que ao comparar valores
de rotagdo otica, os mesmos tenham sido obtidos na mesma concentracao da solucao e no
mesmo solvente. A concentragdo da solucdo deve ser relatada ao registrar valores de

pureza dtica para novos compostos.

1.3.2 Cromatografia gasosa e liquida

A introdugdo e desenvolvimento de fases estaciondrias quirais para cromatografia
tornou-se um instrumento analitico para deteccdo, separagdo e quantificagdo de

estereoisOmeros Oticos.

1.3.2.1 Cromatografia gasosa

r

Um método atrativo para a andlise de misturas enantioméricas ¢ o uso da
cromatografia gasosa (CG) com fase estacionaria quiral (CGQ). Este método ndo ¢ afetado
por tragos de impurezas, € rapido e simples para ser realizado. A premissa sobre a qual o
método estd baseado é que a associagdo molecular pode levar reconhecimento quiral
suficiente que resulte na resolucdo enantiomérica. O método usa uma fase estacionaria

quiral que contém um agente de resolucdo auxiliar de alta pureza enantiomérica. Os
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enantidmeros sofrem interagdes diasteroméricas rapidas e reversiveis com a fase
estacionaria, sendo eluido em velocidades diferentes.

A amostra deve ser suficientemente volatil e estavel termicamente, €, € claro, deve
ser resolvida quantitativamente sobre a fase quiral. Ocasionalmente, isto significa que as
misturas enantioméricas precisam ser derivatizadas (com um reagente aquiral) antes da
analise por CG. Neste caso deve ser verificado se ndo houve racemizacdo durante a
derivatizacao.

Apds resolucdo quantitativa dos enantiomeros sob a fase estacionaria quiral ser
alcangada, a inspecdo do cromatograma fornece diretamente a composi¢do enantiomérica
da amostra. Tais medidas podem ser efetuadas com um alto grau de precisdo (+ 0,05 %),
de forma que dados precisos sdo obtidos, sendo particularmente 1til para analisar misturas
que sdo altamente enriquecidas, 95% < ee <100 %, ou préximo do limite de racémico. A
resolu¢do dos enantidmeros pela cromatografia confia na diferenga entre as energias livres
de formacao dos intermédios diasteroisoméricos transitorios formados durante a elui¢ao. A
designacdo da configuragdo absoluta, portanto envolvera a correlagdo da configuragao
molecular com a ordem da elui¢do do enantidmero. O outro fator importante no parametro
da CG ¢ o da separagdo do pico, chamado a.

A maioria das aplicagdes reportadas desta técnica envolve a resolug¢do direta de

enantiomeros derivatizados sob fases estacionarias quirais [13].

1.3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A utilizagao da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinar a
pureza enantiomérica tem sido talvez o método mais importante para a analise de
compostos quirais. A separacao de enantiomeros, como na CG, requer um agente quiral. O

método mais direto e preferido ¢ induzir as interagcdes diasteroméricas dos dois
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enantidmeros com a fase quiral estacionaria. Os complexos diasteroméricos formados terao
estabilidades diferentes, eluindo com tempos diferentes. Uma outra alternativa é usar

suporte aquiral e eluir com solvente quiral [13].

1.3.3 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio

1.3.3.1 Reagente de deslocamento quimico quiral

Os enantidmeros nao podem ser identificados em um meio aquiral por seu espectro
de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) por terem deslocamentos
quimicos idénticos. Ja os diasteroisdmeros possuem deslocamentos quimicos nao
equivalentes, o que permite a sua diferenciagdo no espectro de RMN.

A determinacdo da pureza enantiomérica requer a intervencao de um auxiliar quiral
para converter os enantidomeros em diasteroisomeros. A integracao apropriada dos sinais
dos diasteroisomeros fornece uma medida da composicao diasteroisomérica, podendo ser
diretamente relacionado a composi¢ao enantiomérica da mistura original.

Alguns auxiliares quirais amplamente usados formam diasteroisdmeros (agentes
derivatizantes quirais- CDAs) enquanto outros formam complexos diasteroméricos in situ
com os enantidmeros dos substratos (agentes de solvatacao quiral - CSAs e reagentes de
deslocamento lantanideos quirais - CLSRs)[13, 15, 16].

A magnitude do deslocamento quimico ndo equivalente ¢ proporcional ao tamanho
do campo magnético aplicado. Com a diminui¢cdo da temperatura, na qual o espectro ¢
registrado, pode-se acentuar a anisotropia entre os diasteroisomeros. O uso de solventes
apolares tais como benzeno-ds ou tolueno-dg oferece considerdveis vantagens. Isto
efetivamente exclui a aplicacdo de métodos de RMN para analise da pureza enantiomérica

dos substratos que sdo somente soliveis em solventes polares como DMSO-dg.
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Infelizmente, numerosos compostos farmacologicamente importantes se encaixam nesta
categoria. Em tais casos o método de CG quiral ou CLAE pode proporcionar uma

alternativa viavel[13].

1.4 Enzimas

Uma cé¢lula deve realizar milhares de transformagdes quimicas para viver, crescer €
reagir no seu meio ambiente. Estas rea¢des raramente acontecem espontaneamente, mas
geralmente sdo catalisadas por enzimas [17]. Como catalisadores, aumentam a velocidade
de uma reacao quimica e nao sao consumidas durante a reagdo [18].

O alcance das reagoOes catalisadas por enzimas ¢ muito grande, devido a imensa
versatilidade e variedade de enzimas encontradas nos sistemas vivos, tornando necessario
introduzir um sistema de classificacdo. Uma classificacao sistematica introduzida pela
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular IUBMB) dividiu as enzimas em
6 grupos gerais de acordo com a natureza e rea¢do quimica que catalisam. Cada grupo foi
posteriormente dividido em subclasses e sub-subclasses com base na natureza da reacao
catalisada, Tabela 1 [12, 19].

Para sua identifica¢do individual todas enzimas possuem um codigo EC A.B.C.D
onde EC ¢ a abreviatura de “Enzyme Comission”; A representa a classe; B indica a
subclasse; C indica a sub-subclasse; D é o numero individual da enzima em sua sub-
subclasse. Os nomes das enzimas e o nimero de classificagdo da EC podem ser obtidos
pela internet [20]. Por exemplo, o codigo EC 3.1.1.3 corresponde a lipase de

Chromobacterium viscosum onde:

* Enzimas sdo proteinas com atividade catalitica. No entanto, experiéncias feitas na década de 1980 revelaram que moléculas de
RNA podem também ser enzimas muito ativas. Ainda é polémico se tais RNAs devam ser chamados de enzimas, ou mereceriam
um outro nome, como ribozimas, que os diferenciariam das enzimas de natureza protéica.
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3. indica a classe: hidrolase;

3.1 indica a subclasse: atua sobre as ligagdes de éster;

3.1.1 indica a sub-subclasse: hidrolases de ésteres carboxilicos e
3.1.1.3 indica que ¢ a terceira enzima na sub-subclasse 1.

Tabela 1- Classificacdo das enzimas segundo a [UBMB.

Classe de enzimas Algumas subclasses Reacdes catalisadas pelas enzimas

1. Oxidoredutases  hidrogenases, oxidases, oxidacdo e redugdo: oxigenacao de ligacdes

peroxidases C-H, C-C, C=C, C=0
2. Transferases transaldolases, transferéncia de grupos: aldeidico, cetonico,
transcetolases acila, actucar, fosforila ou metila
3. Hidrolases esterases, lipases, formacdo e hidrolise de ésteres, amidas,
peptidases epoxidos, nitrilas e anidridos
4. Liases descarboxilases, adicao e eliminagao de pequenas moléculas

cetoacidoliases sobre ligagdes C=C, C=N, C=0

5. Isomerases racemases, epimerases, isomerizacdes tais como racemizacao,
mutases epimerizacao
6. Ligases sintetases formacao e clivagem de ligagdoes C-O, C-S,
C-N, C-C

Na natureza ha cerca de 25.000 enzimas, sendo que a [UBMB ja reconheceu 3.000.
Cerca de 90% deste vasto reservatorio de biocatalisadores permanece para ser descoberto e
usado. No entanto, somente uma fracdo destas enzimas ja investigada (aproximadamente
300, ou seja 10%) esta disponivel comercialmente [12]. A grande maioria das enzimas
utilizada nas biotransformacdes em quimica organica ¢ utilizada em sua forma bruta
devido a sua disponibilidade, baixo custo e maior estabilidade operacional [21, 22]. As
enzimas puras sio vendidas por unidade padrio” por terem precos elevados, enquanto que

preparagdes brutas por Kg [12].

* As atividades cataliticas das enzimas sdo medidas pelo sistema de unidade padrio, o “International Unit” (1 LU. =1
mmol de substrato transformado por minuto), mas outras unidades tais como nmol/min ou nmol/h também sdo comuns. Outro sistema de
unidade ¢ o Katal (1Katal = 1 mol s™'de substrato transformado).
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Uma das propriedades das enzimas que as fazem tdo importante como ferramenta
de pesquisa ¢ a especificidade que exibem em relagdo as reagdes que catalisam. Algumas
enzimas exibem especificidade absoluta; quer dizer, catalisam somente uma reagdo em
particular. Outras enzimas serdo especificas para um tipo particular de ligagdo quimica ou

grupo funcional. Em geral ha quatro tipos distintos de especificidade [23].

— Especificidade absoluta: a enzima catalisara somente uma reagao.
— Especificidade de grupo: ¢ a habilidade da enzima dirigir a agdo catalitica para

um grupo funcional especifico na molécula tal como distinguir entre OH ou
NH.

— Especificidade de ligagdo: a enzima atuara sobre um tipo particular de ligagao
quimica restante da estrutura molecular.

— Especificidade estereoquimica: a enzima atuard sobre um tipo particular de
isdmero otico ou estéreo.

A especificidade ¢ uma caracteristica inerente da catalise enzimatica porque a
rea¢do acontece em uma pequena area da enzima, denominada de sitio ativo, que contém
aminodcidos cujas cadeias laterais formam uma superficie tridimensional complementar ao
substrato, na qual o substrato inteiro ou parte pode se fixar [24].

Teoricamente, o sitio ativo pode ser subdividido em sitios de ligagdes, que incluem
os residuos de aminoacidos que interagem com o substrato e um sitio catalitico, que inclui
os residuos diretamente responsaveis pela catalise. Alguns modelos procuram explicar a
especificidade substrato/enzima. O modelo Chave/Fechadura prevé um encaixe perfeito
do substrato no sitio de ligagdo, que seria rigido como uma fechadura. O modelo do Ajuste
Induzido prevé um sitio de ligacdo ndo totalmente pré-formado, mas sim moldéavel a
molécula de substrato; a enzima se ajustaria ao substrato na sua presenga. Algumas

evidéncias experimentais sugerem um terceiro modelo que combina o ajuste induzido a
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uma “tor¢ao” da molécula do substrato, que o “ativaria” e o prepararia para a sua
transformagao em produto [24].

Para explicar a especificidade estereoquimica das enzimas, Ogston em 1948,
sugeriu que a formagdo do complexo enzima/substrato s6 é possivel para um dos
enantiomeros, sendo que a configuracdo correta ¢ definida no sitio ativo por trés pontos

interagao diferentes,

o)

esta teoria foi chamada
“regra dos trés pontos”

) substrato
representada na Figura

C \
5. Os sitios A" ¢ A" R R

podem representar 0s

sitios de ligacdo para R" T T T T T
gg p //__, "'O : .:\

e R", respectivamente e !

I \ > n ;
A' um sitio catalitico A A" -
— o - ..-'—"\
sitio ativo

para uma reagao
envolvendo R'. Assim,

Figura 5- Orientagdo dos pontos de interagdo no sitio ativo
mesmo que R' e R"

da enzima.
sejam  quimicamente
idénticos, a assimetria do complexo enzima-substrato mostra que somente R' pode reagir,
contanto que o sitio de ligagdo A" seja especifico para R™ [24].

As enzimas hidroliticas (proteases, celulases, amilases e lipases) sdo as mais
freqlientemente usadas na quimica organica, Figura 6. Entre as varias razdes que as tornam
uma opgdo particularmente atrativa, pode se citar a ampla disponibilidade, baixo custo,

condicdes suaves de sintese, facilidade de uso porque nao necessitam de cofatores e ampla

especificidade para substratos [12].
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Figura 6- Freqiiéncia do uso de enzimas em biotransformacdes [12].

Uma abordagem mais detalhada sera feita para as lipases por se tratar das enzimas

utilizadas neste trabalho.

1.5 Lipases em quimica organica

As lipases sdao enzimas hidroliticas presentes em diversos organismos, incluindo
animais, plantas, fungos e bactérias. Em seu ambiente natural possui a fungdo de catalisar a
hidrolise de triacilglicero6is aos correspondentes acidos graxos e glicerol. Além das fungdes
metabolicas possuem um papel importante na biotecnologia, onde catalisam a hidrélise de
6leos e gorduras, sintese de ésteres de acidos graxos como ingredientes de cosméticos ou
surfactantes [25-31] e também na sintese organica de compostos enantiomericamente
enriquecidos [32-40], tais como intermediarios chaves (polidis, alcoois quirais, acidos
carboxilicos quirais e aminas quirais) [22, 33, 34, 41].

Os aspectos basicos sobre mecanismos de catdlise das lipases foram elucidados a
partir de suas estruturas tridimensionais, na forma nativa e/ou na de complexo

enzima/inibidor. Os estudos realizados demonstraram a existéncia de duas conformagdes
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principais, forma fechada (inativa) e forma aberta (ativa). Na conformagdo fechada o sitio
ativo esta totalmente oculto sob um curto segmento helicoidal, formado por uma ou mais
pregas denominado tampa “do inglés lid”. Na conformacgdo aberta a tampa ¢ deslocada
para fora do sitio ativo, deixando-o totalmente acessivel ao solvente e substrato,
Figura 7 [42, 43].

Todas as lipases cujas estruturas foram elucidadas sdo membros da familia a,[3-
hidrolase e possuem uma triade catalitica constituida dos residuos de aminoacidos serina,

histidina e &cido aspartico ou glutdmico (Ser-His-Asp/Glu).

Figura 7- Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de Mucor
miehei na forma aberta (ativa). Quando a tampa esta aberta, a triade catalitica no sitio ativo

(vermelho) torna-se acessivel para o substrato (normalmente triglicerideos) [43].
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Os compostos enatiomericamente puros obtidos através de reagdes catalisados por
lipases geralmente envolvem reagdes de transferéncia do grupo acila com vérios
nucleodfilos. Uma aplicagao desta metodologia esta na resolugdo cinética de ésteres, alcoois
e aminas racémicas. O mecanismo catalitico envolvido na resolu¢do de alcoois e ésteres

racémicos esta representado na Figura 8 [44].

/?Spm Thr 82 ?Spm Thr 82
r
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% (') ITIH \|/aI145 3 /o ITJH \|/al145
/
H H NH Asp 203 Ho H NH
Asp 203 R1\ //o H R1\ @/\O’,__-H
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| H\N/(-D\\ /,»H_O\
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H

(A) resolucdo de ésteres racémicos, R = cadeia com centro quiral
e R | e R , = cadeia sem centro quiral

(B) resolugdo de alcoois racémicos, R , = cadeia com centro quiral
R e R | = cadeia sem centro quiral

Figura 8- Mecanismo catalitico de lipases baseado na “triade catalitica” de serina
(nucledfilo), histidina, e acido aspartico ou glutdmico, na resolucdo cinética de ésteres
racémicos (a) e alcoois racémicos (b). Os nimeros dos residuos de aminoacidos se referem

a lipase de Rhizopus oryzae [43].
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No mecanismo mostrado na Figura 8, o residuo de aminoacido da Ser atua como
um nucleéfilo e reage com uma molécula de substrato, aqui representado por um éster.
Durante a ligagdo com o substrato, um hidrogénio ¢ transferido da Ser para His, tornando-a
mais nucleofilica. A carga positiva do anel imidazolico protonado ¢é estabilizado pela
interacdo com o grupo carboxilico do Asp. Um intermediario tetraédrico ¢ formado, no
qual a enzima e substrato estdo covalentemente ligados (estado de transi¢do enzima-
substrato). O hidrogénio sob a His liga-se ao oxigénio, o qual ¢ entdo eliminado como uma
molécula de dalcool. Um complexo acil-enzima ¢ formado como um intermediario
covalente altamente reativo que pode reagir com uma segunda molécula de alcool
(transesterificagdo) para formar o produto resolvido e com regeneracao da enzima livre.

Na resolugdo cinética de ésteres racémicos (doadores acilas), a etapa determinante
da quiralidade reside na etapa de acilagdo, enquanto que na resolugdo cinética de alcoois e
aminas racémicas, ¢ a desacilagdo do intermediario acil-enzima.

As reagoes de transesterificagdo geralmente sdo reversiveis e a reversibilidade ¢
determinada pela nucleofilicidade relativa do nucleéfilo e do grupo de saida, onde ambos
competem para formar o intermedidrio acil-enzima, no sentido do produto ou reagente. A
nucleofilicidade do grupo de saida pode ser diminuida pela introducdo de substituintes

aceptores de elétrons [45]. Os acetatos de vinila e isopropenila sdo doadores acila muito

utilizados em reagdo de transesterificagdo enantiosseletiva, Figura 9 [46-49].

(0] O
/lk /lK T ROH &= /lk Ry + /lk —> /l\
R 0] R; ? R o~ -0 R, o R,

R = cadeia alquilica aquiral e Ry = H ou CH3, R, = cadeia alquilica quiral

Figura 9- Transesterificacdo enantiosseletiva utilizando ésteres endlicos.
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1.6 Resolucio de acidos racémicos catalisada por lipases

Os acidos carboxilicos enantiopuros sdo blocos de construgdo para a sintese de
muitos farmacos, pesticidas e compostos naturais tais como feroménios. As lipases foram
usadas com sucesso na resolucdo de varios alcoois racémicos através de reagdes de
hidrolise, esterificacdo ou transesterificagdo, mas somente uma quantidade limitada de
informacdes existe sobre a resolucdo de acidos substituidos na posigao 2 [50-55],
especialmente quando o substituinte ¢ um halogénio [56-59]. A maioria dos trabalhos
estuda a resolugdo de acidos 2-arilpropionico, um importante grupo de farmacos
antiinflamatério nao esteroidais [60-65], ou a resolu¢dao de acidos 2-hidroxi carboxilicos,
0s quais sdao também importantes blocos de construgao [66]. As lipases de Candida
antarctica B [53], Candida rugosa [67] € Rhizomucor miehei [60] tem sido empregadas
com sucesso para a resolu¢do de acidos 2-arilpropidnico e a lipase de Pseudomonas
cepacia [66] foi usada para a resolugcdo de acidos 2-hidroxi. Estes estudos relatam que
muitos fatores modificam a estereosseletividade das lipases para uma determinada reacgao.
Porém, nenhuma regra tem sido estabelecida para predizer da enantiosseletividade de uma
enzima particular para um substrato especifico [68].

As possiveis aproximacdes para a resolucdo enzimatica de acidos racémicos
incluem a hidrolise enantiosseletiva e ou alcodlise de um éster correspondente [69-71], ou
esterificacdo direta em meio ndo aquoso [72-74]. A ultima metodologia nao requer
qualquer pré-tratamento quimico do substrato e torna vantajoso quando permite a
separagdo do produto acido desejado através de extracdo seletiva simples. Alguns
exemplos de obtencdo de acidos e seus derivados enantiomericamente puros resolvidos
através de reacdes de esterificagdo, transesterificacdo e hidrodlise catalisadas por lipases

estdo representados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resolucdo de acidos e derivados racémicos através de reacdes de esterificacao,

transesterificacao e hidrélise catalisada por lipases.

Substrato Produto
c(%) eep(%) E Enzima Ref.

racémico enantiopuro

Br
OCoHs

§r O(CH2)7CH3
CHs m 22 41 2,80 RML  [68]
CH3

3

Br

. O(CH2)7CH3

. @ IS 57 430 PCL  [68]
CH3

CH3

3

o -
Coopr 182 81,5 114 CAL  [75]
COOCH

Q
COOCH3 COOH 20 >909 >100 PFL [76]

COOCH3 /./\COOH 38,4 08 >100 CRL [77]
mee OO
Q\ O\COOMe 39 99 >100 CAL-A [78]

COOMe

Q

.

3 4

OEt /\/\HJ\OH 60 69 27,0  LP30  [79]

RML = Lipase de Rhizomucor miehei; PCL = Lipase de Pseudomonas cepacia; CAL = Lipase de Candida

T
-
(]

antarctica (Novozym® 435); LP30 = Lipase P30 Amano; PFL = Lipase de Pseudomonas fluorescens;

BCL = Lipase de Burkholderia cepacia
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31

39,4

40,3

80

77

>99

99

98

13,9

46.1

19,0

14,4

>100

>100

1,4

3,6

PCL

PCL

PFL

BCL

CRL

CRL

CRL

[56]

[56]

[76]

[80]

[81]

[82]

[82]

RML = Lipase de Rhizomucor miehei; PCL = Lipase de Pseudomonas cepacia; CAL = Lipase de Candida

antarctica (Novozym” 435); LP30 = Lipase P30 Amano; PFL = Lipase de Pseudomonas fluorescens;

BCL = Lipase de Burkholderia cepacia.

1.7 Preparaciao de amidas via enzimatica

Ainda que em uma reacdo de transesterificacdo enzimatica o solvente tem papel

importante [83], a escolha do doador acila ¢ também essencial e ¢ necessario conhecer a

reatividade do material de partida para escolher o agente acilante. Para evitar a

reversibilidade deste processo, varios agentes acilantes t€ém sido usados, como ésteres

ativados [84], ésteres enodlicos [85], anidridos[86], tioésteres [87], entre outros [88, 89].

Porém, os agentes mencionados acima nao podem ser empregados na acilagdo enzimatica
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de aminas, devido a maior nucleofilicidade com relagdo aos seus correspondentes alcoois e
freqlientemente estes reagentes reagem com as aminas na auséncia da enzima.

O uso de lipases para gerar ligacdes amidicas em solventes organicos foi
prenunciado varios anos atras [90] e a reacdo de amindlise enzimadtica era aplicada a
sintese preparativa de peptideos por Klibanov [91] e Wong [92]. A utilidade de lipases
para a preparacdo de amidas quirais foi inicialmente demonstrado na reagdo de resolucdo

do cloropropionato de etila racémico com varias aminas aromaticas e alifaticas, Figura 10

[93].
Cl 9
0 Hexano 0
ou CCly
(S)-Amida
ee =40-95 %

R = alquila, 2-25 °oc
R = Arila, 60 0C
CCL = Lipase de Candida cylindracea

Figura 10- Sintese enzimatica de amidas oticamente puras.

As lipases também catalisam a formacao de amidas a partir de ésteres nao ativados.
A preparagdao de N-octilalquil amidas por exemplo, tem sido realizada em hexano anidro
[94] e a lipase de Candida antarctica apresentou uma alta atividade e especificidade na
acilagcdo de aminas primarias com butirato de etila [95]. As amidas de ésteres graxos tem
sido preparadas com rendimentos moderados usando a lipase Rhizomucor miehei [96].
Kobata e col. tem investigado a sintese de andlogos da capsaicina. Varios derivados de
acido graxo reagem com vanilamina na presenca de diversas lipases, alcangando
rendimentos moderados de andlogos da capsaicina, Figura 11. Entre as lipases usadas, a

Pseudomonas cepacia foi a que produziu os melhores rendimentos [97, 98].



26

Hy,CO H,CO
HO CH,NH, + R,COOR, — P3¢ _ 0 CH,NHCOR,

vanilamina derivados da capsaicina

H,CO
Rj = CH;3(CHy),-

R, = CH;3(CHa)s-
HO CH,NHCO(CH,)4CH=CHCH(CH;)CH; R = CH3(CHy)12-
Rl = CH}(CH2)7CH=CH(CH2)7—
R; = CH3(CH;)4CH=CHCH,CH=CH(CH,)7-

CAPSAICINA R, = CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH(CH,);-

Figura 11- Sintese de analogos da capsaicina catalisada por lipases [98].

As aminas racémicas podem ser resolvidas através da preparagdo de amidas quirais
catalisadas por enzimas. As proteases tem sido usadas para a resolucao cinética de algumas
aminas [99, 100]. Alguns pesquisadores descobriram que apesar das lipases ndo
catalisarem a hidrolise de amidas, podem catalisar a acilagdo de aminas primarias, embora
mais lentamente do que com os alcoois [93, 101-106].

As aminas quirais constituem uma classe de compostos organicos importantes por
causa da sua utilidade como material de partida para a preparacdo de compostos de
interesse farmacéutico e industrial [107, 108].

As enantiosseletividades sdo altas especialmente para 1-aril-etil-aminas
(NH,CHMeAr). A lipase de Candida antarctica ¢ a mais comum, seguida pela
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas aeruginosa e Candida rugosa. A maioria dos
pesquisadores usou doadores acilas menos reativos para evitar acilagdo quimica [109]. Um
exemplo de um bom doador acila para acilagdo de aminas primarias catalisada por lipase
de Pseudomonas ¢ o metoxiacetato de etila. A acilacdo com este éster procedeu pelo
menos 100 vezes mais rapidamente do que a acilagdo com butirato de etila. A razdo para

esta aceleracao ainda nao ¢ conhecida [109].
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Chapman e col. encontraram um caminho indireto para resolver aminas usando
¢ésteres oxalamicos de 1-feniletilamina. A lipase de Candida antarctica (CAL-B) catalisou
a hidrolise do grupo éster e mostrou alta enantiosseletividade para o estereocentro distante.
As bioconversdes procederam com razdes enantioméricas maiores que 30 e em alguns
casos maior que 100. Os altos valores de E tornaram possivel a obtengdo do produto da
biotransformac@o ou do substrato ndo hidrolisado com alta pureza estereoquimica, Figura
12 [110].

Outras aminas racémicas resolvidas por lipase reportadas na literatura estio

apresentadas na Tabela 3.

0
0
CAL-B NH
X NH T L, X i
0
lOH'/HZO
X E
H ~100
2-OMe  >100
3-OMe 30
4-OMe 78 NH
2-F 67 X 2
3-Br 100

Figura 12— Aminas enantiomericamente puras obtidas através da biotransformacao de

ésteres oxalamicos usando a lipase de Candida antarctica.

Na maioria dos exemplos estudados nas reagdes de amindlise com aminas
racémicas, as lipases e especialmente CAL, sempre exibiram preferéncia para o isomero R.
Kazlauskas [101] descreveu uma estrutura baseada na racionalizagao da enantiopreferéncia
de subtilisina e lipases com aminas primarias. Enquanto as lipases favorecem o

enantiomero R, a subtilisina tem preferéncia para o enantiomero oposto. Sinisterra [111]
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estudou a influéncia de diversas variaveis para a aminolise de ésteres catalisada por varias

lipases de diferentes procedéncias.

Tabela 3- Amidas e aminas enantiomericamente puras obtidas através de reagdes

catalisadas por lipases.

Aminas Produto oticamente c eep
E Enzima  Ref.
racémicas puro (%) (%)
NHo I;\IHCOCHzPh
T CH, o ~CH 21 55 4 CAL [105]
NH NHCOCH,Ph
: Y 2 60 5 car  HOI
H7Ce¢ “CH3 H;Cs ~CHj
NH»> NHCOCH3Ph
L ~ 27 95 50  cAaL 03]
Ph CH3 Ph CH3
X ~F
NH, NHCOCH; 20-44  90-98 --- CAL [103]
R = fenil, 1-naftil, propil R = fenil, 1-naftil, propil
Ph Ph
Y g 64* 99 CAL  [112]
NH, NHCOCH3
NN
A oo 46,6 96 PAL  [102]
N N
e O poNH A, 34 80 —~ AmanoPS [113]
/\/\/\f,; NHCO(CH2)/CHa 52 92 >100 CAL [114]
R \/R
Kz NHCOOCH, 36-50  89-99 32-100 CAL [104]

R = 2-furil, 2-tienil, 2-piridil R = 2-furil, 2-tienil, 2-piridil

PAL = Lipase de Pseudomonas aeruginosa, CAL = Lipases de Candida antarctica,
Amano PS = Lipase de Pseudomonas cepacia.

* Resolugdo cinética dinimica de feniletilamina racémica. Nesta técnica ocorre a racemizagdo do enantidmero ndo reativo e

assim € possivel obter bons rendimentos de um enantiémero.
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26

99

56
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>99
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32

95

94

>200

45

CAL

CAL

CRL

CAL

CAL

PAL

PAL

PAL

PAL

[114]

[115]

[116]

[117]

[117]

[118]

[118]

[118]

[118]

PAL = Lipase Peudomonas aeruginosa;, CAL = Lipase de Candida antarctica; Amano PS = Lipase de

Pseudomonas cepacia.

1.8 Imobilizacao de Enzimas

A imobilizagdo ¢ o meio pelo qual as enzimas e células sdo transformadas em

catalisadores heterogéneos, fornecendo uma maneira facil de recupera-las e recicla-las

[119]. Os biocatalisadores imobilizados geralmente sdo mais estdveis e faceis de

manipular, sendo portanto, mais ajustaveis a um processo continuo. Dependendo da técnica
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de imobilizacao, as propriedades dos biocatalisadores tais como estabilidade, seletividade,
valor de Ky (Constante de Michaelis-Menten), dependéncias do pH e temperatura, podem
ser significativamente alteradas, as vezes para melhor ou para pior [120]. Varios métodos
diferentes tém sido usados para imobiliza¢do de enzimas, os quais incluem a adsor¢do em
materiais insoluveis, confinamento dentro de géis poliméricos, encapsulamento em
membranas, ligacdo cruzada com reagente bifuncional ou multifuncional e ligagdo a um
suporte insoluvel. Alguns métodos de imobilizacdo estdo exemplificados na Figura 13
[119-124].

A ligacdo em suporte consiste na fixagdo do biocatalisador (enzimas isoladas ou
células inteiras) a um suporte insoluvel em agua, por adsorcao fisica ou por ligagdo idnica
ou covalente. Os materiais utilizados como suportes podem ser organicos ou inorganicos, €
os mais comuns sao a silica, celite, alumina, carvao ativado e varios polissacarideos, além
de polimeros em geral [125-130].

Na adsorcdo fisica as ligagdes estabelecidas entre a enzima e o suporte
(principalmente forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio) tem pequeno efeito
sobre a atividade catalitica. Porém, devido as liga¢des serem fracas, a enzima pode
facilmente ser desorvida do suporte e isto pode ser ocasionado por mudangas de pH, forca
ionica ou concentracdo de substrato. O processo de adsor¢ao também ndo ¢ especifico,
assim outras substancias poderao ligar ao suporte quando a enzima imobilizada é usada.

A liga¢ao ionica fornece um caminho um pouco mais especifico de ligagdo de uma
enzima a um suporte, portanto muitas resinas de troca idnica tém sido usadas como meio
de suporte, um exemplo ¢ a resina DEAE-sephadex que foi utilizada para imobilizar a
enzima Chiralzyme® L-6 [131]. A enzima permaneceré ligada ao suporte contanto que o

pH e for¢a idnica sejam mantidos em valores apropriados.
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TECNICAS DE IMOBILIZACAO

Ligacdo em Suportes Solidos |
Ligacédo Cruzada
s &) '@
9 Confinamento @‘
Adsorgio Fisica L L ﬁ
(celite, carvio ativado) Ligagio Covalente
Adsergio Bica porese, i) (amherlite com ilenoiiamina e gl taraldeids)
(CM.-celulose, sephadex)
[
Em Matriz Em Membhrana
I I
! | |
) i i
1 1
S PRGY
(ED : '
L
] 1 1
& O © D
1
! 1 @
o . Ny g
: : Reator de Menthrana
Gel ou Polimero Micela Reversa
(organs-gel) Fibra Oca

= biocatalisador (enzima ou célula inteira) E = suporte @ = enzima

emmneme{7) surfactante

Figura 13- Principais técnicas de imobilizagao [12]

A ligacdo covalente pode fornecer ligagdes mais permanentes entre a enzima € o
suporte. Porém, ¢ essencial que as condicdes usadas para a formacgdo das ligagdes
covalentes sejam brandas para evitar perda da atividade catalitica e o sitio ativo também
deve permanecer livre de ligacdes covalentes e assim, ¢ as vezes protegido por um
substrato ou composto analogo durante o processo de imobilizacdo. A enzima geralmente
se liga covalentemente ao suporte através de seus grupos aminos (o ou B) livres, mas
outros grupos como as sulfidrilas, hidroxilas, imidazois ou carboxilicos também podem
estar envolvidos [123].

O vidro poroso ¢ um exemplo comum de suporte inorganico para a imobilizagao
covalente [120, 132]. Os polimeros de polissacarideos naturais (celulose, amido, quitina ou
agarose)[120], polimeros semi-sintéticos (ex. carboximetil celulose) [125] e co-polimeros

(ex. Eudragit S100) [125, 126] podem ser alternativas de suportes.
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A imobilizacdo por liga¢ao cruzada ¢ a fixagao de moléculas de enzima umas as
outras através de ligagdes covalentes. A imobilizagdo ¢é mais usualmente ocasionada pela
acdo do glutaraldeido, cujos grupos aldeidicos formam bases de Schiff com os grupos
aminoacidos livres da enzima formando uma rede de ligagdo cruzada. Este processo ¢
também conhecido como reticulagdo. As enzimas com ligagdes cruzadas sdo
macromoléculas insoluveis em dgua. Este procedimento tem a vantagem de que o
biocatalisador ndo ¢ submetido a uma modificagdo estrutural e fica protegido por
substancias de alto peso molecular [123].

O confinamento envolve a criagdo de uma barreira através da qual as moléculas de
substrato e produto passardo livremente, mas sera impenetravel para o biocalisador. As
técnicas de imobilizagdo por confinamento envolvem duas categorias. Em uma delas, uma
simples membrana ou barreira cerca uma area definida que contém o catalisador. Na outra,
o catalisador ¢ disperso dentro de um gel tridimensional [119]. O aprisionamento de uma
enzima, pela formagdo de gel ou microencapsulagdo ¢ de aplicagdo geral e ndo deve afetar
a atividade da enzima [123].

Os hidrogéis preparados a partir dos polissacarideos naturais como gelatina,
alginato, agar, k-carragena e poliacrilamida sdo excelentes materiais para o confinamento
de catalisadores [133-139]. As enzimas também podem ser confinadas em micelas

reversas, membranas sintéticas [ 140] e fibras ocas [120, 141].

1.8.1 Imobilizacao de lipases

A utilizagdo de lipases como biocatalisadores para quimica organica pode ser
realizada, em escala laboratorial, usando-se enzimas solubilizadas em meio aquoso ou as

liofilizadas [33-37].
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O uso de lipase imobilizada ¢ geralmente preferido devido a sua reutilizagao,
flexibilidade operacional e facil recuperacdo do meio reacional. Por outro lado, a
imobilizacdo de lipases possui suas limitacdes de transferéncia de massa e portanto ¢
requerida a perspicacia durante a preparagdo do sistema suporte/enzima € no seu
comportamento apds este processo [142].

Um exemplo de um método bem sucedido de imobilizagdo de lipases foi
desenvolvido pela Novozymes para o uso em sistemas organicos. Isto possibilitou o uso da
Lipozyme®TL IM para a modificacio de grandes quantidades de gordura a pregos

razoaveis [143].

1.8.1.1 Imobilizacio de lipases em polimeros

Os polimeros podem ser naturais, como o agar e sintéticos, como o poli-6xido de
etileno (PEO). O gel de agar e o filme de poli-6xido de etileno (PEO) estdo entre os varios
suportes citados para imobilizar enzimas [134, 144-146]. A Figura 13 apresenta as
unidades monomeéricas da agarose (principal componente do agar) [147] e do PEO [146].

O agar ¢ uma mistura complexa de compostos polissacarideos derivados de certas
algas vermelhas. O principal componente gelificante do agar ¢ a agarose, um polimero
neutro, basicamente um dissacarideo que apresenta repeti¢des da molécula de galactose,
Figura 14.

A gelatinizagdo da agarose ¢ um processo bem estudado e ocorre quando solugdes
quentes de agarose sdo resfriadas abaixo de 40 °C. Na solu¢do quente, o estado das
moléculas de agarose parece se comportar como rolos endurecidos, mas quando tais
solucdes sao esfriadas, géis duros, turvos e frageis sdo formados em concentragdes de

polissacarideo em excesso de 0,1% p/p [147].
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Unidades repetidas AB do polimero de agarose, contendo
o residuo 3-D-galactose ligados 1,3 (A) e o residuo 3,6-
anidro a-L-galactose ligados 1,4 (B)

AGAROSE i PEO
H O ;
H H 0 i
OH, © i
Tn S R
|

Mondmeros do poli-6xido de etileno

Figura 14- Unidades monoméricas da agarose ¢ do PEO.

Em comparacdo como outros suportes, tais como silica, alumina e celite, os
polimeros hidrofobicos como o poli-6xido de etileno e poli-propileno, levam a um
aumento da atividade de enzimas da classe das lipases [148]. Nestes suportes, as enzimas
sdo facilmente adsorvidas. Estudos de microscopia eletronica de varredura realizada por
Crespo mostraram que ndo ha diferenga na morfologia de fratura do filme de PEO puro e
com lipases. A morfologia da superficie do filme de PEO com lipases revelou que as

enzimas estdo localizadas preferencialmente na superficie do material polimérico [146].
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Tendo em vista a relevancia de compostos enantiomericamente puros € o uso de
enzimas como catalisadores para obtencdo destes, este trabalho teve como finalidade
avaliar a eficiéncia das lipases livres e/ou imobilizadas em reagdes de esterificacao,

aminolise ¢ transesterificacdo enantiosseletivas.

Objetivos especificos

- Avaliar a eficiéncia das lipases de Pseudomonas sp., de Candida rugosa e de
Candida antarctica, livres e imobilizadas em gel de agar ou em filme de
poli(6xido)etileno na resolugcdo dos acidos (R,S)- hidroxi(fenil)acético, (R,S)- 2-
bromopentandico, (R,S)-2-bromoexandico, (R,S)- 2-bromooctandico, (R,S)-2-
bromoexadecandico, (R,S)- 2-etilexandico, (R,S)- 2-metilpentandico, (R,S)- 3-
metilpentandico e das aminas (R,S)-1-etilpentilamina, (R,S)-1-metilheptilamina,

(R,S)-1-metilhexilamina, (R,S)-1-feniletilamina, (R,S)-1,2-dimetilpropilamina

— Investigar a possivel atividade antinociceptiva dos acidos 2-bromoalcanoéicos, acido
hexadecanoico, 2-bromoexadecanoato de metila, 2-bromoexadecanoato de propila,
(R,S)-N-alquil-2-hidroxi-2-fenil acetamida, R-N-octil-2-hidroxi-2-fenil acetamida e
S-N-octil-2-hidroxi-2-fenil acetamida, no modelo de contor¢des abdominais em

camundongos induzidas pelo 4cido acético.
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3 JUSTIFICATIVA

Muitos produtos biologicamente ativos tais como, alguns antibidticos, feromonios,
agentes [-bloqueadores adrenérgicos, etc., apresentam centros quirais. A atividade
bioldgica destes produtos esta associada a uma determinada configuragdo no centro quiral.
As vezes, a presen¢a do produto com a configuragio contraria do centro quiral bioativo
produz efeitos prejudiciais, outras vezes ¢ inibidor da acdo do enantidmero ativo, ou ¢
inativo. A avaliacdo do comportamento de compostos racémicos e enantiomericamente
puros, em testes farmacologicos ¢ importante devido a tendéncia atual na industria
farmacéutica em produzir firmacos enantiomericamente puros. Neste sentido, devido a sua
enantioespecificidade, as enzimas sdo os catalisadores ideais para a obtencdo de produtos
enantiomericamente puros. A busca de uma metodologia mais eficiente para a utilizagdo de
enzimas em sintese organica levou-nos a procurar um sistema que melhor se adapte as
condicdes sintéticas desejadas para a resolugdo de aminas e acidos racémicos. Muitas
técnicas vém sendo empregadas, apresentando vantagens e desvantagens em suas
aplicacdes sintéticas na Quimica Orgéanica. A técnica de imobilizacdo de enzimas foi
escolhida e a utilizagdo de dois suportes sdo avaliados a fim de otimizar as condi¢des para
o emprego dos mesmos em meio organico, nas reagdes de esterificagdo, amindlise e
transesterificacdo enantiosseletivas.

O trabalho do Grupo de Biocatalise da UFSC vem contribuindo para a implantagao

no Brasil do uso de enzimas como catalisadores em processos de sintese assimétrica.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Material

Na preparagao dos suportes, filme de poli-6xido de etileno (PEO) e gel de égar,
utilizou-se PEO e agar da Aldrich. Algumas informagdes adicionais sdo fornecidas abaixo:

— PEO com massa molar de 300.000 daltons (lote 01729JZ).

- Agar (C12H1309)x com massa molar de 3000 a 9000 daltons.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas trés enzimas: Lipase de Candida
antarctica (CAL) da Novozymes, Lipase de Pseudomonas sp. (PSL) e Lipase de Candida
rugosa (CRL) fornecidas pela Amano.

A enzima CAL também conhecida como Nozozyme 435, ¢ termoestavel,
imobilizada em macroporos de resina acrilica, com os didmetros das particulas de 0,3-0,9
mm e uma densidade de 430Kg/m’. Possui atividade especifica de 7000 PLU/g (Propyl
Laurate Units). As enzimas PSL e CRL possuem uma atividade de 30 000u/g e foram
fornecidas na forma liofilizadas.

Os solventes e reagentes sao das seguintes procedéncias:

— Aldrich: o-metilbenzilamina, (R,S)-1,2-dimetilhexilamina, (R,S)-1-metil
hexilamina, (R,S)-1-etilpentilamina, (R,S)-1-metilheptilamina, hexanol

— Merck: metanol

— Reagen: hexano, heptano, acetato de etila.

— Fluka: cloreto de tionila e acetato de vinila, trifluoretanol, dcido hexadecanoico

— Sigma: acido (R,S)-2-bromopentandico, acido (R,S)-2-bromoexanoico, acido
(R,S)-2-bromooctandico, acido (R,S)-2-bromoexadecandico, acido (R,S)-2-metil
pentanodico, acido (R,S)-3-metilpentanoico, acido (R,S)-2-etilexanodico e acido
(R,S)-2-(4-clorofenoxi) propidnico, acido (R,S)-mandélico, 4acido R-(-)-

mandélico e acido S-(+)-mandélico

Vetec: pentanol, 1-butanol, ciclohexanol
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No decorrer desta tese os compostos serdo referidos por numeragdo. Na Tabela 4

encontram-se os compostos que foram estudados na resolugao cinética enzimatica.

Tabela 4 — Compostos racémicos submetidos a resolucdo cinética enzimatica.

Compostos NIC
(R,S)-Acido 2-(4-clorofenoxi) propidnico 1
(R,S)-Acido hidroxi(fenil)acético 2
- (R,S)-Acido 2-bromopentandico 3
o
2]
(g (R,S)-Acido 2-bromoexandico 4
(5]
®
o (R,S)-Acido 2-bromooctandico 5
=]
=
< (R,S)-Acido 2-bromoexadecandico 6
(R,S)-Acido 2-etilexanodico 7
(R,S)-Acido 2-metilpentanodico 8
(R,S)-Acido 3-metilpentanoico 9
(R,S)-1-etilpentilamina 10
&
E (R,S)-1-metileptilamina 11
@
(5}
g (R,S)-1-metilexilamina 12
72}
<
E (R,S)-1-feniletilamina 13
< (R,S)-1,2-dimetilpropilamina 14
(R,S)-2-etilexilamina 15

NIC = numero de identificacdo do composto na tese.
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4.2 Caracterizacio dos compostos

Os compostos foram caracterizados por analises espectroscopicas (IV, RMN 'H) e por

cromatografia gasosa com fase quiral (CGQ).

4.2.1 Espectrofotometria no infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrofotometro da Perkin Elmer FT-16-PC, em pastilha de KBr. O padrao de referéncia

usado foi um filme de poliestireno com absor¢io em 1028 cm .

4.2.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) foram
obtidos no espectrometro Bruker AC 200MHz, utilizando como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,00). Os solventes utilizados nas analises foram cloroférmio e
acetona deuterados.

Os espectros de RMN 'H para quantificagdo do excesso enantiomérico do 4cido
(R,S)-2-bromoexadecandico (6) foram obtidos no espectrémetro Varian Inova — 500 MHz
instalado no Instituto de Quimica da UNICAMP.

As constantes de acoplamento (J), foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais foram
caracterizados como: dubleto (d), duplo dubleto (dd), multipleto (m), quarteto (q), singleto

(s), singleto largo (sl) e tripleto (t).
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4.2.3 Cromatografia gasosa com fase quiral - CGQ

O excesso enantiomérico dos produtos e substratos remanescente das reagdes de
biocatalise foi monitorado no cromatoégrafo gasoso da marca Shimadzu-14B. A coluna
capilar utilizada foi da Chrompack, constituida da fase CP-chirasil Dex CB (25m x
0,25mm ID x 0,25 um). Nesta fase a molécula de B-ciclodextrina estd quimicamente
ligada ao filme de dimetilpolisiloxano. Esta ligagdo impede a ciclodextrina de migrar para
diferentes localidades na superficie do filme. Desta forma a enantiosseletividade ¢
homogénea através da fase, resultando em um maior fator de resolug¢do entre os isdmeros.

Isto também garante a estabilidade da enantiosseletividade [149].

4.3 Determinacao do excesso enantiomérico

O excesso enantiomérico (ee), isto €, a porcentagem do enantidmero em maior
quantidade menos a do menor ¢ o termo usado para relatar a composi¢do enantiomérica. A
metodologia descrita por David Kelly fornece uma maneira facil de conhecer a relagao dos
enantidmeros em uma mistura [150]. Por exemplo, aplicando a Equag¢do 12 para uma
mistura com ee de 66%, obtem-se que a porcentagem do enantiomero em maior quantidade

¢ 83 % e do outro enantidbmero ¢é 17 %.

Alguns célculos simples provem a solugao.

ee = % maior - % menor Equagdo 10

% maior + % menor = 100 Equacao 11
Substituindo 10 em 11 tem-se

% maior = (ee + 100)/2 Equacao 12
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Como visto no item 1.3 ¢ necessario utilizar alguns métodos para determinar o ee

de um composto. Os métodos utizados neste trabalho foram CGQ, RMN 'H e polarimetria.

4.3.1 Determinacao do ee por CGQ

As condi¢des analiticas usadas na separagdo dos enantidmeros na CGQ foram
determinadas para cada composto. Primeiramente, os padrdes racémicos previamente
sintetizados foram submetidos a CGQ para obter as melhores condigdes de separagdo dos
enantiomeros. Um exemplo de boa separagdo dos picos de um racemato ¢ mostrado para o
(R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila (16), Figura 15a.

O ee dos produtos e substratos remanescentes de uma sintese enzimatica pode ser

calculado usando a CGQ utilizando o procedimento descrito na Figura 15.

0.0450

& oo (Y0 hrea deR)- (% Areade S) |00
§ 00400 (%% Area de R)+ (%% Area de 5)
=
1]
i
0.0360 ®)

0.0300 e h )
c) ee f\_

0.0Z50

5
0.0z00 *)

0.0150 h) ee=>99 %% ]\‘

Ryrl6  (5¥1l6
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a
00050 ) racemato ) [\ J\
2&.0 28.0 0.0 320 4.0 2e.0 280 40.0 42.0

Tempo {min)

Figura 15- Cromatograma do hidroxi(fenil)acetato de metila (16) no CGQ. (a) racemato;
(b) enantiomericamente puro e (¢) ap6s reacao biocatalitica. Condigdes experimentais: PH;

=85 kPa, T; =80 °C, Inj. = 250 °C, Det. = 275 °C, Ayq = 2 °C/min, T¢= 180 °C.
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A programagdo utilizada na CGQ para separar os enantiomeros dos substratos e
produtos obtidos nas sinteses enzimaticas sera mostrada posteriormente, quando os
mesmos estiverem sendo citados.

Alguns substratos necessitam serem derivatizados para posterior analise na CGQ e

determinagao do ee.

4.3.1.1 Derivatizacao dos acidos remanescentes das sinteses enantiosseletivas

Na resolucao cinética de acidos racémicos ¢ necessario medir o excesso
enantiomérico do 4cido remanescente para determinar a enantiosseletividade da enzima em
uma reacao especifica. Os 4cidos remanescentes das sinteses enzimaticas podem ser
obtidos conforme procedimento descrito na Figura 16.

Os 4cidos remanescentes foram derivatizados aos seus ésteres metilicos conforme o
procedimento descrito na seqliéncia: em um frasco de 2 mL adicionou-se
aproximadamente 1 mg do acido, 250 pL de MeOH e 50 pL de H,SO4. Fechou-se o
frasco, agitou e aqueceu a solugdo resultante por 45 minutos a temperatura de 60 °C. Apos
este periodo resfriou-se a solucdo e adicionou-se 250 pL de H,O e 500 uL. de CHCI, com
agitacdo por alguns minutos. A fase de diclorometano foi analisada no CGQ para obter o

excesso enantiomérico do acido remanescente.
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Acido Remanescente + Ester + Alcool/Eter etilico

NaZHCO3
fase aquosa
fase organica
Sal do acido
Ester + Alcool i) Acifidificar com HCI 6M até pH = 1
ii) Extrair o com CH,CL,
iii) Secar com MgSO,

iv) Evaporar o solvente

Acido Remanescente ]

Figura 16- Fluxograma utilizado para de obten¢do do acido remanescente em reagoes de

esterificacao.

4.3.2 Determinacio do ee por RMN 'H

A técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para a determinacdo do
ee somente foi utilizada para o composto 6. Os experimentos foram realizados no Instituto
de Quimica da UNICAMP, em colaboracdo com a Dra. Anita Marsaioli , Dr. Antonio

Laverde e Sérgio A. Fernandes.
A determinagao de ee do acido 6 por RMN lH foi avaliada pela discriminacao

quiral do mesmo perante quatro seletores quirais (SQ): a- e B-ciclodextrinas permetiladas

(CDPM) e um complexo calix[n] (n=4 e 6) e S-(-)-1-feniletilamina (S-PEA), Figura 17.
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Figura 17- Estruturas do substrato e seletores quirais.

Os complexos CDPM/6 foram preparados através de mistura equimolar (15 mmol)

das espécies e solubilizados em CD30D e CD30D/D50O. Os complexos calix[n]/S-PEA/6

também foram preparados através de mistura equimolar (1:1:1 — 15 mmol), porém foram

solubilizados em CDCIl3. Cabe ressaltar que o complexo calix[n]/S-PEA, usado como SQ,

¢ mais eficiente quando preparado com 24 horas de antecedéncia [151].

Os espectros de RMN 'H (11,74 T) foram adquiridos em sonda de configuragio

inversa: pulsos de 45° (largura: 3,2 ms), largura de varredura de 8KHz (nimero de dados
de 32K pontos), tempos de aquisicdo (at) e espera de reciclagem (d1) de 3,2 s e 1,0 s,
respectivamente. Foram acumuladas cerca de 32-64 transientes, com resolucao digital
média de 0,25 Hz/ponto. A quantificacdo dos ee foi efetivada apos desconvolucdo dos
espectros. A desconvolucao trata-se de um recurso computacional confidvel para calcular a

area de picos parcialmente soprepostos.

4.4 Atribuicao da configuraciao absoluta dos compostos quirais

As atribui¢des da configuracdo absoluta dos compostos quirais foram efetuadas por
comparag¢do direta com padrdes enantiomericamente puros por CGQ e também usando a

polarimetria, utilizando-se de dados de rotagdo dtica especifica disponiveis na literatura.
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Os padrdes quirais disponiveis foram analisados sob as mesmas condigdes
analiticas que os racematos por meio da CGQ. Comparando o tempo de retengdo (tr) do
pico correspondente ao composto enantiomericamente puro com os dos picos do racemato
¢ possivel diferenciar um enantidmero do outro. Por exemplo, o racemato 16, isdmero S-
16, quando analisados por CGQ apresentaram os cromatogramas mostrados na Figura 15a
e 15b. Através do tempo de retengdo do S-16 atribui-se o pico correspondente a este
1sdmero, e assim o outro corresponde ao isomero R.

Uma outra maneira de atribui¢do da configuracao absoluta utilizada para os
compostos sem padrdo enantiomericamente puro foi através dos valores de rotacdo Otica
especifica [o] disponiveis na literatura. Como o desvio da luz plano polarizada obtido para
cada enantidmero ¢ diferente, esse dado pode ser usado como critério de identificacao.

Os dados da rotagdo otica dos produtos e substratos remanescentes das sinteses
enzimaticas foram utilizados para atribuir a configuracdo absoluta destes compostos. A
atribuicao ¢ feita comparando o sentido do desvio provocado pelo composto, o qual se
deseja atribuir da configuracdo absoluta, com o informado na literatura.

Por exemplo, sabe-se da literatura que o enantidomero R-16 desvia o plano da luz
polarizada para a esquerda (-) e o produto obtido em uma sintese enzimatica desvia para a
direita (+). Com estas informacdes ¢ possivel afirmar que o composto obtido da sintese
enzimatica ¢ o S-16.

Para atribuir a configuracdo absoluta de compostos que ndo possuem os dados de
rotagdo Otica especificos para o enantiomero R e S descritos na literatura, ¢ necessario

transforma-los em compostos com configuracio absoluta conhecida [152].
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4.5 Preparacio das lipases imobilizadas

4.5.1 Imobilizac¢iao de lipases em filme de PEO

Em um béquer contendo 25 mL de agua adicionou-se 500 mg de PEO e agitou-se
a solugdo por 12 horas. Apos este periodo, colocou-se a massa de lipase desejada’. O
sistema foi agitado por mais 4 horas para completa solubilizacdo da enzima. A solugdo
resultante foi depositada em um recipiente de teflon e colocada sobre um banho de areia a
40 °C. Desta forma obteve-se o filme de PEO ap6s a evaporagio da dgua. O filme de PEO
contendo a enzima ¢ retirado do recipiente, cortado em pequenas sec¢des e guardado em

solvente organico para uso posterior nas sinteses assimétricas.

4.5.2 Imobilizacao de lipases em gel de agar

Em um tubo de ensaio de 15 cm colocou-se 0,4 g de 4gar e adicionou-se 9,0 mL de
agua. Em seguida este tubo foi colocado em um banho termostatizado a 100 °C até
dissolucdo do dagar. Apos a dissolugdo, esperou-se a temperatura diminuir até
aproximadamente 50 °C e depois adicionou 1 mL de solu¢do de enzima" , homogeneizando
a mistura com uma espatula. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, o gel resultante
foi passado através de uma peneira com didmetro aproximado de 0,1 cm, obtendo-se assim
secgoes regulares de gel de agar contendo a enzima. O suporte foi estocado em solvente

organico para uso posterior.

* As concentragdes serdo especificadas no decorrer dos resultados e discussdes para cada

reacao.
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4.6 Sinteses niao enzimaticas de reagentes e de padrdes racémicos

4.6.1 Preparacao do (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila

Em um baldao de 500 mL colocou-se 15,2 g (100 mmol) de (R,S)-acido
hidroxi(fenil) acético (2) em 100 mL de metanol e 5 gotas de H,SO4 concentrado.
Refluxou-se a solugdo por 5 horas. O excesso de metanol foi evaporado e o produto
dissolvido em éter etilico. Lavou-se com H,O, seguido por solucao de bicarbonato de
calcio saturado até o acido remanescente ser removido. Secou-se com sulfato de magnésio
anidro (MgSQO4) e evaporou-se o solvente. O composto (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de
metila (16) foi obtido com 75 % de rendimento como um soélido branco (pf = 53-54°C).

IV (KBr) v (cm™): 3444 (OH), 1740 (C=0)
RMN 'H (200, MHz, CDCl3) &: 3,75 (s, 1H); 5,17 (s, 1H); 7,25-7,39 (m, 5H)

4.6.2 Preparacao do (R,S)-acetiloxi(fenil)acetato de metila

A uma solu¢ao do composto 16 (2,0g — 9,6 mmol) em piridina (10 mL) foi
adicionado anidrido acético (5 mL), e a mistura reacional foi mantida no escuro por 24 h a
temperatura ambiente e concentrada sob vacuo. O O6leo residual foi dissolvido em éter
etilico (75 mL) e a fase organica lavada com agua, solucao de bicarbonato de calcio e seca
com MgSO,4. Evaporou-se o solvente e o odleo resultante foi purificado em coluna
cromatografica utilizando como eluente hexano/acetato de etila (10:1, v/v). O (R,S)-
acetiloxi(fenil)acetato de metila (17) foi obtido com 85 % de rendimento como um 6leo
ViSCOsO.

IV (KBr) v (cm™): 1740 (C=0) e 1725 (C=0)
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RMN 'H (200, MHz, CDCl3) &: 2,15 (s, 3H); 3,67 (s, 3H); 5,98 (s, 1H); 7,34-7,47
(m, SH).

4.6.3 Preparacao do (R,S)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila

Em um baldo de 250 mL contendo 50 mL de metanol e 5 gotas de H,SO4
concentrado foi adicionado 4,80 g (150 mmol) de 1. Refluxou-se a soluc¢do por 5 horas. O
excesso de metanol foi evaporado e o produto dissolvido em éter etilico. Lavou-se com
H,0, seguido por solu¢ao de bicarbonato de calcio saturado até o 4cido remanescente ser
removido. Secou-se com MgSO4 e evaporou-se o solvente. O composto (R,S)-2-(4-
clorofenoxi)propanoato de metila (18) foi obtido com 85 % de rendimento como um 6leo
Vviscoso.

IV (KBr) v (cm™): 1756 (C=0)
RMN 'H (200, MHz, CDCls) &: 1,70 (d, 3H); 3,85 (s, 3H); 5,03 (q, 1H); 7,06
(dd, 2H); 7,42 (dd, 2H)

4.6.4 Preparacio de amidas racémicas

Em um béquer contendo 25 mmol de amina, 50 mmol de piridina e 15 mL de
cloroféormio foi adicionado, gota a gota, 50 mmol de cloreto de acetila com o auxilio de
um funil de separacdo. O sistema foi mantido sob agitacdo mecanica e resfriado em um
banho de gelo. A solugdo resultante foi dissolvida em éter etilico e extraida com solugdes
de HCI 5% e NaH,COs; 5%. A fase organica foi separada e seca com MgSQOy, ¢ em

seqiiéncia evaporou-se o solvente para obter a amida.
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As amidas preparadas por este método foram (R,S)-N-(1-etilpentil)acetamida (19),
(R,S)-N-(1-metilhexil)acetamida (20), (R,S)-N-(2-etilhexil)acetamida (21), (R,S)-N-(1-
metilheptil)acetamida  (22),  (R,S)-N-(1-feniletil)acetamida  (23),  (R,S)-N-(1,2-
dimetilpropil)acetamida (24), N-butilacetamida (25) e N-octilacetamida (26). As amidas 19
20, 21 e 24 foram obtidas na forma de 6leo viscoso. Sendo 22 (pf 51-53 °C), 23 (pf 75-77
°C), 25 e 26 obtidas na forma de solido branco.

Os espectros de IV (KBr) dos compostos 19 a 26 apresentaram bandas principais

em: 3282 (NH), 1646 (C=0, Banda de amida I) e 1554 (NH, Banda de amida II)

Os sinais observados para os compostos 19 a 26 nos espectros de RMN'H (200

MHz, CDCls) foram:

—  Composto 19, 6 (ppm): 0,90 (t, 6H); 1,40 (m, 8H); 2,00 (s, 3H); 3,80 (m, 1H); 5,10
(sl, 1H).

Composto 20, & (ppm): 0,80 (t, 3H); 1,10 (d, 3H); 1,50 (m, 8 H); 2,00 (s, 3H); 3,90
(m, 1H), 6,70 (sl, 1H).

Composto 21, & (ppm): 0,85 (t, 6H); 1,35 (m, 9H); 1,96 (s, 3H); 3,15 (t, 21H), 6,50
(sl, 1H).

Composto 22, & (ppm): 0,85 (t, 3H); 1,10 (d, 3 H); 1,35 (m, 10H); 1,96 (s, 3H);
3,90 (m, 1H), 6,10 (sl, 1H).

Composto 23, 6 (ppm): 1,47-1,51 (d, 3H); 1,96 (s, 3H); 5,13 (q, 3H); 7,26-7,34 (m,
5H).

Composto 24, & (ppm): 0,71 (d, 6H); 1,14 (d, 3H); 1,80 (m, 1 H); 1,96 (s, 3H); 3,78
(m, 1H); 5,59 (sl, 1H).
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— Compostos 25, 3 (ppm): 0,92 (d, 3H); 1,29-1,42 (m, 4H); 1,89 (s, 3H); 3,27 (t, 2H);
8,03 (sl, 1H).

— Compostos 26, & (ppm): 0,87 (d, 3H); 1,29-1,43 (m, 12H); 1,90 (s, 3H); 3,17 (4,
2H); 7,57 (s, 1H).

4.7 Preparaciao do meio reacional para as sinteses enzimaticas — Procedimento

Geral

Os reagentes em quantidade apropriadas foram adicionados em um erlenmeyer
contendo a enzima imobilizada ou livre. O sistema foi deixado sobre agitagdo branda
(agitador com banho termostatizado), de acordo com tempo necessdrio para ocorrer a
reacdo. A formacdo do produto foi acompanhada por cromatografia de camada delgada
(c.c.d.) e as porcentagens dos excessos enantioméricos foram determinadas por CGQ. Em
alguns casos utilizou-se do RMN 'H para determinar a porcentagem de conversdo de
substratos a produtos. Os produtos e substratos remanescentes foram separados dos
suportes através de filtracdo simples, sendo este lavado vérias vezes com o solvente
utilizado nas sinteses.

Reagdes controle foram executadas paralelamente, utilizando o suporte com as
mesmas caracteristicas em termos de sua composi¢do, apenas sem a enzima. As outras

condicdes experimentais (solvente, temperatura, etc.) também foram analogas.

4.7.1 Preparaciao de amidas derivadas do (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila (16)

A uma solucdo contendo 250 mg de 16 (1,5 mmol), 25 mL de solvente organico e

200 mg de lipase Candida antarctica foi adicionado 3 mmol de 1-butilamina ou
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l-octilamina. A solugdo resultante foi agitada por 48 h em banho termostatizado a 35 °C.
A porcentagem de conversdo foi calculada através da Equacdo 1 citada na revisdo de
literatura e por RMN'H para N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida e para N-octil-2-hidroxi-2-
fenilacetamida, respectivamente.

Neste experimento foi avaliado o efeito do solvente, logo os mesmos serdo

especificados nos resultados.

4.7.2 Amindlise de (R,S)-acetiloxi(fenil)acetato de metila (17)

Uma mistura equimolar (3 mmol) de 17 (620 mg) e 1-butilamina (220 mg) ou
octilamina (390 mg) foi dissolvida em 25 mL de t-butanol contendo 300 mg de CAL e
agitada por 12 h em banho termostatizado a 35 °C. A mistura reacional foi analisada por

CGQ e RMN 'H.

4.7.3 Acetilacao enantiosseletiva de (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila (16)

4.7.3.1 Reacio utilizando a lipase da Candida antarctica

No primeiro teste de acetilagdo enantiosseletiva do grupo OH de 16 utilizou-se 500
mg de CAL. Os reagentes 16 (3 g — 18 mmol) e acetato de vinila (4,7 g — 55 mmol) foram
dissolvidos em 30 mL de éter isopropilico e agitados por 40 dias a 35 °C. A formagdo de

produto foi acompanhada por CGQ em intervalos de 48h.
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4.7.3.2 Reaciao utilizando a lipase de Pseudomonas sp.

Os reagentes 16 (0,25 g — 1,5 mmol) e acetato de vinila (1,94 g — 15 mmol) foram
colocados em um erlenmeyer contendo 30 mL de solvente e 100 mg de PSL (imobilizada
em PEO ou em gel de 4gar ou na forma livre). A solucao heterogénea foi agitada em banho
termostatizado a 25 °C por 96 h. O progresso da reacdo foi acompanhado através dos
valores de excessos enantioméricos obtidos por CGQ em intervalos de 24h. Esta reagao foi
também estudada a 35 °C usando éter isopropilico como solvente.

Neste experimento foi avaliado o efeito do solvente, logo os mesmos serdao
especificados nos resultados.

Os valores de E foram calculados a partir do grau de conversdo e os excessos

enantioméricos de acordo com as Equagdes 2 e 3, citadas na revisao de literatura.

4.7.4 Resolucao de acidos racémicos via esterificaciao biocatalitica

4.7.4.1 Acidos 2-alquil e 2- bromo substituido

Uma mistura de acido racémico 2-substituido (5 a 30 mmol) e um excesso de 3
vezes do alcool primario (15 a 90 mmol) foi colocada em 25 mL de hexano contendo a
enzima imobilizada ou livre. A solucdo heterogénea foi agitada em banho termostatizado a
35 °C. Os tempos de reagdo, quantidades exatas dos reagentes e de enzima, serdo
especificados para cada reacdo em particular, na apresentacdo dos resultados. As enzimas

utilizadas nestes experimentos foram as lipases de Pseudomonas sp. e de Candida rugosa.
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A porcentagem de conversdo foi calculada utilizando a Equacdo 1, citada na
revisdo de literatura, apds obtengdo dos valores de excessos enantioméricos do substrato e

produto por analises de CGQ.

4.7.4.2 Acido (R,S)-3-metil pentanéico (9)

Primeiramente 10 mmol 9 e 15 mmol de 1-pentanol foram colocados em 25 mL
de hexano contendo 300 mg de CAL. A solugdo heterogénea foi agitada em banho
termostatizado a 35 °C, por 5h.

Em outro experimento 30 mmol de 9 e 30 mmol de 1-pentanol foram colocados em
25 mL de hexano contendo 300 mg de CAL. A solugdo heterogénea foi agitada por 6
horas. Aliquotas em intervalos de 1 h foram analisadas em RMN 'H para determinagdo da
porcentagem de conversdo em éster. Os acidos remanescentes destas reacdes foram

separados da mistura reacional conforme Figura 17, e submetido a analise polarimétrica.

4.7.5 Resoluc¢ao de aminas racémicas via acilagdo catalisada por CAL

2 mmol de amina e 8 mmol de acetato de etila foram adicionados a um erlenmeyer
contendo 5 mL de éter etilico previamente seco sobre peneira molecular, ¢ 100 mg de
CAL. O sistema foi deixado sob agitacdo suave em um banho termostatizado a temperatura
de 35°C por 48hs. O produto e substratos remanescentes foram separados da enzima
através de decantacdo, sendo esta lavada varias vezes com éter etilico para remog¢do de

todos os reagentes e os produtos. Os mesmos foram concentrados em um rotaevaporador e

analisados em CGQ.
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4.8 Atividade antinociceptiva

Os testes farmacologicos foram realizados no Nucleo de Investigagdes Quimico-
farmacéuticas (NIQFAR), Curso de Farmacia da Universidade do Vale do Itajai

(UNIVALI) sob a orientagao da Profa. Dra. Méarcia Maria de Souza.

4.8.1 Modelo das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético 0,6 % em

camundongos.

Camundongos “Sui¢os” machos (25-35 g) foram mantidos sob temperatura
controlada (22 £+ 2 °C) e iluminagao em ciclo de 12 horas com ragao e agua “ad libitum”.
Os animais foram aclimatizados no laboratorio por 1 hora antes do inicio dos testes. A
resposta antinociceptiva foi obtida utilizando-se o “Teste de contor¢cdes abdominais”
induzidas pelo acido acético (0,6 %). Esse teste embora seja um modelo de nocicepgao
simples e pouco especifico, permite avaliar a atividade antinociceptiva de varias
substancias que atuam tanto a nivel central como a morfina, como a nivel periférico como
os antiinflamatérios ndo esteroidais, como a aspirina. A resposta antinociceptiva foi
induzida pela injecdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético (0,6 %) diluido em solugdo
salina (0,9 %). Basicamente as contor¢des abdominais consistem na contor¢ao da
musculatura abdominal juntamente com a extensao de uma das patas posteriores de acordo
com o método descrito anteriormente por Coller e col. [153] e adaptado por Bentley [154].

Os animais foram pré-tratados com os compostos listados na Tabela 5 via i.p., 30
minutos antes da injecdo do 4cido acético. O grupo controle recebeu volume semelhante de
uma solucao veiculo (solu¢do de NaCl 0,9 % e DMSO4). Apo0s a injecao do acido acético,
os animais foram colocados individualmente sob funis de vidro, e o nimero de contor¢des

abdominais foi quantificado cumulativamente durante o periodo de 20 minutos. A
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atividade antinociceptiva foi determinada tomando-se como base a inibi¢ao do nimero de
contor¢des abdominais dos animais pré-tratados com os compostos, em relagdo ao nimero

de contor¢des abdominais dos animais controle (veiculo).

Tabela 5 — Compostos testados no modelo das contor¢cdes abdominais em camundongos

induzidas pelo 4cido acético (0,6 %).

NIC Compostos
3 Acido (R,S)-2-bromopentandico
4 Acido (R,S)-2-bromoexandico
5 Acido (R,S)-2-bromooctanéico
6 Acido (R,S)-2-bromoexadecandico
16 (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila
27 2-bromoexadecanoato de metila
28 2-bromoexadecanoato de propila
29 Acido hexadecanéico
30 (R,S)-N-butil-2-hidroxi-2-fenil acetamida
31 (R,S)-N-octil-2-hidroxi-2-fenil acetamida
32 (R,S)-N-dodecil-2-hidroxi-2-fenil acetamida
33 (R)-N-octil-2-hidroxi-2-fenil-acetamida
34 (S)- N-octil-2-hidroxi-2-fenil-acetamida

NIC = Numero de identificagdo do composto na tese.

4.8.2 Sintese dos compostos utilizados nos testes farmacologicos

Os compostos 3, 4, 5, 6 ¢ 29 foram utilizados diretamente do frasco e sem
purificacao prévia. A preparacao do composto 16 ja foi previamente descrita no item 4.6.1
e para preparar os compostos 27 e 28 utilizou-se do procedimento descrito na literatura
[155].

A partir da reacdo de amindlise do composto 16 com a amina (I-butilamina,

octilamina e dodecilamina) catalisada por CAL foram preparados os compostos de 30, 31 ¢
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32. A uma solugao de 16 (250 mg — 1,5 mmol) em 25 mL de éter isopropilico adicionou 3
mmol da amina e 200 mg de lipase Candida antarctica. A mistura reacional foi agitada por
120 h em banho termostatizado a 35 °C. A reagdo foi acompanhada por c.c.d. e apos 120 h
nao observou mais a mancha correspondente ao composto 16. Ja as amidas 33 ¢ 34
enantiomericamente puras foram preparadas conforme o procedimento descrito acima, mas
partiu-se das formas R e S do composto 16.

Na seqiiéncia, a enzima foi separada do meio reacional por filtracdo e a solugao
resultante foi dissolvida em éter etilico e extraida com solugdo de HCI (0,1 M) para
eliminar a amina remanescente. Apos a secagem com MgSQOy da fase organica, seguida da
evaporagdo do solvente, obteve-se um so6lido que foi lavado sucessivamente com hexano
para garantir a auséncia do composto 16 (soluvel em hexano) e obter as amidas
(parcialmente soluvel).

A obtencdo das amidas racémicas e enantiomericamente puras foi confirmada por
medidas de rotacdo 6ticas, RMN'H e CGQ.

Os espectros de IV (KBr) do compostos 30 a 34 apresentaram bandas principais em
v (ecm™): 3306 (OH), 3226 (NH), 1620 (C=0 , Banda de amida I), 1534 (NH, Banda de
amida II).

Os sinais observados para os compostos 30 a 34 nos espectros de RMN'H (200,
MHz, CDCls) foram:

— Composto 30, 6 (ppm):0,86 (t, 3H); 1,19-1,44 (m, 4H); 3,18 (t, 2H); 4,30 (sl, 1H);
4,90 (s, 1H); 6,50 (sl, H); 7,31 (sl, SH).

— Composto 31, 33 e 34, 5 (ppm): 0,87 (t, 3H); 1,22-142 (m, 8H); 3,25 (dt, 2H); 5,00
(s, 1H); 6,20 (sl, 1H); 7,38 (s, SH).

— Composto 32, 5 (ppm): 0,86 (t, 3H); 1,24-142 (m, 20H); 3,25 (dt, 2H); 3,65 (s, 1H);
5,00 (s, 1H); 6,0 (sl, 1H); 7,38 (sl, SH).
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Os valores de rotagdes Oticas especificas para as amidas enantiomericamente puras
sdo apresentados na seqiiéncia:

—  Composto 33: [a]p’" de 34 = -0,10 (c.1,5, CHCl3) — Enantiémero R
—  Composto 34: [a]p”’ de 35=+0,10 (c. 1,5, CHCl;) — Enantiémero S

4.8.3 Analise Estatistica

Os resultados para os testes de atividade antinociceptiva sdo apresentados como
médias *+ erro padrio da medida, exceto para os valores de Dlsy (a dose de drogas que
reduzem a resposta antinociceptiva em 50 % em relacdo ao valor do grupo controle), as
quais sdo reportadas como médias aritméticas acompanhadas por seus respectivos limites
de confianga de 95 %. Os valores de DIsy foram determinados por regressdo linear dos
experimentos individuais usando o software GraphPad (GraphPad Software, CA). A
significancia estatistica entre os grupos foi feita pela analise de varidncia ANOVA, seguida
pelo Teste de Comparagao Multipla Dunnett’s. Valores de p menores que 0,05 (p < 0,05)

foram considerados como indicativo de significancia.
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4.9 Numero de identificacio dos compostos utilizados na tese

A Tabela 6 foi confeccionada para facilitar o acompanhamento desta tese.

Tabela 6 - Numero de identificagdo dos compostos usados na tese.

Obtidos
NIC Compostos
1 2 3
1 (R,S)-Acido 2-(4-clorofenoxi)propiénico X
2 (R.S)-Acido hidroxi(fenil)acético X
3 (R,S)-Acido 2-bromopentandico X
4 (R,S)-Acido 2-bromoexandico X
5 (R,S)-Acido 2-bromooctandico X
6 (R,S)-Acido 2-bromoexadecandico X
7 (R,S)-Acido 2-etilexandico X
8 (R,S)-Acido 2-metilpentanodico X
9 (R,S)-Acido 3-metilpentanoico X
10 (R,S)-1-etilpentilamina X
11 (R,S)-1-metileptilamina X
12 (R,S)-1-metilexilamina X
13 (R,S)-1-feniletilamina X
14 (R,S)-1,2-dimetilpropilamina X
15 (R,S)-2-etilexilamina X
16 (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila X
17 (R,S)-acetiloxi(fenil)acetato de metila X
18 (R,S)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila X
19 (R,S)-N-(1-etilpentil)acetaminda X
20 (R,S)-N-(1-metilexil)acetamida X
21 (R,S)-N-(2-etilexil)acetamida X
22 (R,S)-N-(1-metilheptil)acetamida X
23 (R,S)-N-(1-feniletil)acetamida X

1. Compostos adquiridos direto de fornecedores conforme descrito na secdo
materiais;

2. Obtidos por métodos quimicos;

3. Obtidos das reacdes catalisadas por enzimas.
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Continuagao da Tabela 8.

24 (R,S)-N-(1,2-dimetilpropil)acetamida X

25 N-butilacetamida X

26 N-octilacetamida X

27 2-bromoexadecanoato de metila X

28 2-bromoexadecanoato de propila X

29 Acido hexadecanoico X

30 (R,S)-N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida X
31 (R,S)-N-octil-2-hidroxi-2-fenilacetamida X
32 (R,S)-N-dodecil-2-hidroxi-2-fenilacetamida X
33 (R)-N-octil-2-hidroxi-2-fenilacetamida X
34 (S)-N-octil-2-hidroxi-2-fenilacetamida X
35 N-butill-2-(4-clorofenoxi)propanamida X
36 N-octil-2-(4-clorofenoxi)propanamida X
37 2-(4-clorofenoxi) propanoato de hexila X
38 2-(4-clorofenoxi) propanoato de ciclohexila X
39 2-(4-clorofenoxi) propanoato de metila X
40 N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida X
41 N-octil-2-hidroxi-2-fenilacetamida X
42 N-butil-acetiloxi(fenil)acetamida X
43 hidroxi(fenil)acetato de pentila

44 N-octil-acetiloxi(fenil)acetamida X
45 2-bromopentanoato de butila X
46 2-bromoexanoato de butila X
47 2-bromoexanoato de hexila X
48 2-bromooctanoato de butila X
49 2-bromoexadecanoato de butila X
50 2-etilexanoato de pentila X
51 2-metilpentanoato de butila X
52 3-metilpentanoato de butila X

1. Compostos adquiridos direto de fornecedores conforme descrito na secao
materiais;

2. Obtidos por métodos quimicos;

3. Obtidos das reacdes catalisadas por enzimas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados obtidos para a resolucao dos
compostos acidos (1 a 9) e de seus derivados (16 a 18), seguido pelos resultados das
aminas racémicas (10 a 15). Posteriormente serdo apresentados os resultados obtidos nos

testes farmacoldgicos dos compostos 3 a 6, 16 ¢ 27 a 34.

5.1 Resoluc¢iao do acido 2-(4-clorofenoxi) propionico

O composto 1 foi submetido ao processo de discriminagao quiral utilizando a lipase
de Candida antarctica (CAL) em reacdes de aminolise, ¢ em reagdes de esterificacao

utilizando CAL e a lipase de Candida rugosa (CRL) imobilizada em PEO e na forma livre,

Figura 18.
OCH * _NHR /RTOCH3
}Y : A i i
0 —_— 0
RNH,/CAL +

cl cl a

18 R = CHy(CHy)s— (35)
CH;(CHp);,— (36)

H*T MeOH

éoj/%fOH . o /?\H/ORI 5 /%TOH

0 - > 0 0
R;OH/CRL +
Cl Cl Cl
1 R, =ciclohexil (37)
hexil (38)

Figura 18 — Reacdes de amindlise de (R,S)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila (A) e

esterificacao do acido (R,S)-2-(4-clorofenoxi)propionico (B) catalisadas por lipases.
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5.1.1 Amindlise enantiosseletiva do 2-(4-clorofenoxi) propanoato de metila

A lipase de Candida antarctica tem uma alta eficiéncia catalitica na resolugdo de
¢ésteres, aminas e diaminas através de amindlise e amonidlise, incluindo régio- e quimio
seletividade [156]. A reacdo de aminolise ¢ irreversivel devido a estabilidade da ligagdo
amida [105].

O (R,S)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila (18) foi obtido a partir do composto
1 por sintese ndo enzimatica e reagido com 1-butilamina e 1-octilamina na presenca de

CAL em hexano. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7- Resolucdo cinética do 2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila por aminodlise
enantiosseletiva catalisada por CAL.

Amina NIC da amida® t(h) ¢ (%)” eep (%) ees (%) E?

1-butilamina 35 66 27 11 4 1,3
1-octilamina 36 66 35 8 4 1,2

Numero de identificagdo do composto;
Calculado pela Equagao 1 [pag. 6];

Determinada por CGQ (100 °C 5°C/min 220 °C);
Calculada pelas Equacgdes 2 e 3 [pag. 6].

o

A aminolise biocatalitica de 18 com 1-butilamina e 1-octilamina formou N-butil-2-
(4-clorofenoxi)propanamida  (35) e  N-octil-2-(4-clorofenoxi)propanamida  (36),
respectivamente. Os cromatogramas do meio reacional, comparados com padrdes,
indicaram que o enantidmero R foi o mais reativo, mas a diferenga na velocidade de reagao
dos enantidmeros individuais ndo foi suficiente para assegurar uma alta seletividade. Os
valores de razdes enantioméricas (E) menores do que 15 ndo sdo aceitaveis para propositos
sintéticos assimétricos, mas devido a sua simplicidade ¢ um método alternativo para a

sintese de amidas funcionalizadas.
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5.1.2 Esterificacdo enantiosseletiva do acido 2-(p-clorofenoxi) propionico

O 4acido 2-(4-clorofenoxi) propidnico (1) foi esterificado com I-pentanol na
presenga de CAL e uma mistura de solventes 1:1 (hexano:éter etilico). A reagdo ocorreu
com 50 % de conversdo ap6s 26 h. Esta reagdo também foi realizada usando CCly como
solvente, a conversdo em éster foi de 50 % ap6s 96 h. Em ambos os sistemas o acido e o
éster foram separados ¢ submetidos a medidas de rotagdo oOtica. Nao foi observado desvio
no plano da luz polarizada, sendo entdo as rotagdes Oticas iguais a zero. Para confirmacao
deste resultado o acido remanescente foi derivatizado ao seu éster metilico e submetido a
analise de CGQ. Novamente os resultados mostraram que a enzima CAL ndo foi
estereosseletiva, mas foi habil para catalisar esta reagdo, podendo ser empregada na
preparacgao de ésteres aquirais.

Considerando os resultados obtidos com CAL, o composto 1 foi esterificado
utilizando outros sistemas, enfatizando também a cadeia alquilica do alcool. As reacdes de
esterificacdes de 1 foram realizadas utilizando CRL na forma livre ou imobilizada em
PEO, como catalisador, e ciclohexanol ou 1-hexanol, como aceptores acila. Os resultados
obtidos para estes sistemas estdo apresentados na Tabela 8. Os excessos enantioméricos do
éster obtido e do acido remanescente foram determinados por CGQ. Na Figura 19
encontra-se o cromatograma do (R)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de ciclohexila (37) com
ee de 92 % e o padrdo racémico. A Figura 20 mostra o cromatograma do (R)-2-(4-
clorofenoxi) propanoato de hexila (38) com ee de 79 % e o padrao racémico.

O excesso enantiomérico do acido remanescente nas reagdes de esterificagdo
enantiosseletiva foi determinado por CGQ apo6s sua esterificacdo com metanol, fornecendo

0 (S)- 2-(4-clorofenoxi)propanaoato de metila (39) com ee variando de 47 a 76 %. Na
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Figura 21 tem-se um exemplo de cromatograma para 39 com ee de 68 % e o padrdao
racémico.

A configuracdo absoluta do isomero mais reativo foi atribuida baseando-se em
dados da literatura, onde a CRL catalisa preferencialmente a formacdo do R-éster. Os
resultados de polarimetria obtidos para este éster mostraram que o luz plano polarizada ¢
desviada para a direita (+), os quais foram concordantes com os obtidos neste trabalho [54,
157, 158]. No 4cido remanescente (1) o enantidmero predominante foi o S-(-), por
comparagdo com dados de polarimetria [159].

A partir da configuracdo do enantidmero majoritario do produto ou do substrato
remanescente ¢ possivel identifica-lo em um cromatograma obtido por CGQ. A area maior
representa o enantibmero em excesso, por exemplo, o pico de darea maior nos
cromatogramas apresentados nas Figuras 19 a 20 corresponde ao majoritario de 37 e 38,

respectivamente. Nestes casos o enantidmero em excesso € o R.

Tabela 8- Efeitos da cadeia alquilica do alcool na resolugdo de 1 através de reagdo de

esterificacdo catalisada por CRL livre (CRL/livre) e imobilizada em PEO (CRL/PEO).

Sistema * Alcool tthy ¢ (%)” eep(®%)¢ ees (%) E*
CRL/livre ciclohexanol 72 37 97 58 118
CRL/PEO ciclohexanol 72 39 96 62 92
CRL/ livre 1-hexanol 72 47 87 76 32
CRL/PEO 1-hexanol 72 46 79 68 17
CRL/PEO 1-hexanol 48 33 94 47 51

a. enzima= 500 mg; T =35 °C;

b. Calculada de acordo com a Equacédo 1[pag. 6];

¢. Determinado por CGQ;

d. Determinado por CGQ apds derivatizacdo com MeOH;

e. Calculada de acordo com as Equagdes 2 e 3 [pag. 6].
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A Tabela 8 compara a enantiosseletividade da CRL livre versus CRL imobilizada
em PEO em reagdes de esterificacdo de 1 usando 1-hexanol ou ciclohexanol como
aceptores acila. Em ambos os experimentos, a enantiosseletividade observada (valores de
E) usando CRL livre foi sempre maior. Na reagdo de esterificacdo com ciclohexanol
obteve-se um valor de E de 118 usando a CRL livre contra um valor de E de 92 utilizando
CRL imobilizada em PEO. Uma diferenca nos valores de E também foi observada
empregando 1-hexanol como aceptor acila, E iguais a 32 e 17 foram obtidos ao usar
CRL/livre ¢ CRL/PEO, respectivamente. Os valores de E entre 15 a 30 podem ser
considerados de moderados a bom, e acima destes sdo excelentes para propositos sintéticos
assimétricos [12]. Portanto, nos experimentos citados acima uma enantiosseletividade
moderada foi alcangada usando 1-hexanol e excelente utilizando o ciclohexanol. Em
sistemas que nao apresentam uma excelente enantiosseletividade, a reacdo pode ser
interrompida em porcentagens de conversao menores para obter um valor de E maior. Por
exemplo, pode ser verificado que para a reagdo entre 1 e 1-hexanol, o valor de E foi de
17 (c=46 %) e 51 (c =33 %), Tabela 8.

A Figura 22 ilustra as curvas que descrevem a relacdo entre os excessos
enantioméricos e conversdes a partir das Equacdes 2 e 3 para os sistemas estudados. Pode
ser vizualizado que em porcentagens de conversdes menores que 50 %, o composto 37
(curvas la e 1b) apresenta um eep maior do que 38 (curvas 2a e 2b). Os valores de eep vao
diminuindo com o aumento da porcentagem de conversdo. O contrario ocorre para o ees
que aumenta, conforme curvas do composto 39, que mostram que acima de 70 % ¢
possivel obter o substrato remanescente com alta pureza enantiomérica. Com os resultados
expostos acima, fica evidente a vantagem de usar o ciclohexanol como aceptor acila
baseando-se no valor do ee do éster. Uma explicagdo provavel € que os ésteres de alcoois

secundarios sdo mais resistentes a reacao reversa do que os alcoois primarios. A pequena
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quantidade de agua residual normalmente presente na enzima e a agua gerada como

produto de esterificagdo s3o suficientes para atuar como substrato na hidrolise reversa

[160].
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Figura 19- Cromatograma do 2-(4-clorofenoxi)propanoato de ciclohexila (37) obtido por
sintese enzimatica (A) e do padrdo racémico (B).Condigdes experimentais: Inj. = 250 °C,

Det. =275 °C, T; =90 °C, Tr = 180 °C, Ayq = 3 °C/min, Pressdo do H, = 85 kPa.
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Figura 20 — Cromatograma do 2-(4-clorofenoxi)propanoato de hexila (38) obtido por
sintese enzimatica (A) e do padrao racémico (B). Condi¢des experimentais: Inj. = 250 °C,

Det. =275 °C, T; =90 °C, Ty = 180 °C, Ayq= 3 °C/min, Pressdo do H, = 85 kPa.
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Figura 21 — Cromatograma do 2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila (39) obtido a partir

do acido remanescente da sintese enzimatica (A) e do padrio racémico (B). Condigdes
experimentais: Inj. = 250 °C, Det. = 275 °C, T; = 90 °C , Ty = 180 °C, Ayq = 3 °C/min,
Pressao do H, = 85 kPa.
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Figura 22 — Curvas geradas por computador’ que descrevem a seletividade de CRL na

resolugdo cinética de 1. [161] (la) Formacao de 37 com CRL livre; (1b) formagao de 37
com CRL/PEQ; (2a) forma¢ao de 38 com CRL/livre; (2b) formacao de 38 com CRL/PEQO.

* O programa para o célculo da seletividade de uma resolugdo cinética expressada como a Razdo Enantiomérica (E) esta
disponivel gratuitamente na internet (www.cis.TUGraz.at/orgc).
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A formacao de (R)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de ciclohexila com E =84 e (R)-
2-(4-clorofenoxi)propanoato de butila com E = 12 catalisada por lipase de Candida
cylindracea foi reportada por Chen e colaboradores. A lipase de Candida cylindracea
(também chamada de Candida rugosa) preferencialmente reagiu com o enantiomero R na
presenga dos aceptores acila [162].

Apesar do sistema estudado por Chen e colaboradores ter sido diferente do que foi
estudado neste trabalho, constatou-se que CRL foi um bom catalisador.

A imobilizagdo de CRL em PEO nio alterou a enantiopreferéncia da enzima, sendo
que o enantidmero reativo também foi o R, entretanto foi observada uma diminui¢do na
sua enantiosseletividade. Nenhuma predi¢ao segura pode ser feita quanto a influéncia da
imobilizacdo na enantiosseletividade da enzima. Acredita-se que possam ter ocorrido
pequenas mudangas conformacionais devido a interacdo da enzima com o suporte e que

afetaram o encaixe adequado do substrato no seu sitio ativo.

5.2 Resolu¢ao do (R,S)-2-hidroxi(fenil)acetato de metila

Os acidos 2-hidroxi e seus ésteres oticamente ativos, e derivados amidas sdo
intermediarios versateis e importantes, utilizados como auxiliares quirais, compostos
bioativos, e podem facilmente ser convertidos em ésteres halo quiral, glicois, epdxidos e
aminoacidos [163]. Com o intuito de resolver o composto 16, um composto o-hidroxi
¢éster, realizaram-se dois tipos de sinteses. Uma tentativa de resolucdo de 16 foi pela
obten¢do de amidas enantiomericamente puras, ou seja, por meio de reacdo de amindlise.

A outra foi através da acilacao enantiosseletiva do grupo hidroxi deste composto.
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5.2.1 Amindlise enantiosseletiva de 2-hidroxi ésteres catalisados por CAL

Apesar da enzima CAL ter mostrado uma baixa enantiosseletividade na reagdo de
aminolise (R,S)-2-(4-clorofenoxi)propanoato de metila, fez-se uso desta novamente na
aminolise de 16. Tem sido reportado que a enantiosseletividade da enzima ¢ influenciada
pela estrutura dos substratos, e/ou a natureza do solvente como hidrofobicidade, momento
dipolo e constante dielétrica [164].

Na reacdo de aminodlise do composto 16 utilizou-se 1-butilamina e 1-octilamina,
como aceptores acila, para formar N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida (40) e N-octil-2-
hidroxi-2-fenilacetamida (41), respectivamente, Figura 23.

Primeiramente avaliou a influéncia do solvente organico para a obten¢dao 40 com
uma maior pureza enantiomérica ¢ em seguida o tamanho da cadeia alquilica do aceptor na

reacao de amindlise de 16.

(:)H OH
- OCH NHR
OCH 3
5, RNH, _CAL B! " w
(0]

16 40-41

OH

R= CH3(CH2)3 40
CH;3(CHy); 41

Figura 23- Amindlise enantiosseletiva de (R,S)- hidroxi(fenil)acetato de metila com 1-

butilamina e 1-octilamina catalisada por CAL.

O progresso da reacdo e os excessos enantioméricos do substrato e produto, para a
reac¢do de aminolise de 16 com 1-butilamina foi acompanhado por CGQ, Figura 24.

As reagOes de aminodlises de 16 com 1-butilamina utilizando a CAL em varios
solventes procederam com porcentagens de conversdo entre 50 a 95 %, valores de ees de 5

a92 % edeeepde 5a?22 %, Tabela 9. Para obter um melhor excesso enantiomérico do
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produto € aconselhdvel interromper a reacdo antes de alcancar os 50% de conversdo. No
caso dos experimentos relatados na Tabela 9 foi estipulado um periodo de reagdo de 48h, o
que levou a formagao de amidas com porcentagens de conversdo superiores a 50%. Isto
também nao seria ruim se a enzima tivesse uma boa enantiosseletividade, pois o substrato

poderia ser obtido com boa pureza enantiomérica.
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R Y
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0 OH

0.0254 m
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Figura 24 — Cromatograma mostrando a separa¢do dos enantiomeros de 16 e 40 por CGQ
apo6s 48h de reagdao. Condig¢des experimentais: Inj. = 250 °C, Det. = 275 °C, programacao:
80°C 5 °C/min 140 °C 3°C/min 220 °C, split 200:1, Pressdo do H, = 75 kPa.

A polaridade do solvente organico empregado para a esterificagdo pode afetar a
atividade enzimatica. O valor de log P dos solventes ¢ o pardmetro largamente utilizado
para descrever a polaridade do solvente e seu possivel efeito na atividade enzimatica, onde
P ¢ coeficiente de particdo de um dado solvente entre a dgua e octanol em um sistema

bifasico [165].



70

Neste trabalho foi verificado que a reagdo de aminolise ocorre nos solventes
estudados, mas nao foi possivel obter uma boa enantiosseletiva. A atividade catalitica de
CAL variou com o log P, entretanto, ndo foi observada uma relagdo com os valores de

porcentagem de conversao.

Tabela 9- Efeito do solvente na resolugdo de (R,S)-2-hidroxi(fenil)acetato de metila com

1-butilamina catalisada pela CAL.

solvente log P* ¢ (%)  eep (%)  ees (%) E!
Acetona -0,23 76 16 52 2,1
Tetrahidrofurano 0,49 50 22 22 1,9
Eter etilico 0,85 58 20 28 1,9
t-Butanol 1,45 81 15 63 2,3
Eter isopropilico 1,90 95 5 9] 2,3
Cloroféormio 2,00 73 15 40 1,9
Tolueno 2,50 93 4 57 1,6
Hexano 3,50 92 8 92 2,7
Octano 4,50 93 14 39 1,8
Hexadecano 8,80 n.d® n.d® 5 n.d®

Condicoes experimentais: Reagentes (0,15 mmol de 16 e 0,30 mmol de 1-butilamina), T = 35 °C, CAL
(100 mg), 30 mL solvente, t=48 h.

Referéncia [165];

Calculada pela Equagdo 1[pag. 6];

Determinado por CGQ (80 °C 5°C/min 140°C 3°C/min 220 °C);

Calculada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6];

n.d = Nao determinado.

cae Ty

Os valores de E obtidos na rea¢ao de aminolise de 16 variaram de 1,6 a 2, Tabela 9.
O perfil das curvas que descrevem a seletividade de CAL para a reagdo de 16 com
1-butilamina com E = 2,7 esta representado na Figura 25. A projecdo das curvas mostrou

que mesmo em baixa porcentagem de conversdo, a amida ¢ formada com excesso
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enantiomérico menor do que 50 %, e somente acima de 90% de conversdo ¢ que se pode
obter o éster remanescente com ee acima de 90 %. Como mencionado anteriormente,
valores de E < 15 sdo inaceitdveis para propdsitos praticos envolvendo a sintese
assimétrica. Por outro lado, esta metodologia pode ser aplicada para preparar o-
hidroxiamidas em escala laboratorial usando um método brando.

Embora CAL tenha apresentado baixa enantiossetividade, pode ser constatado que

o enantidmero R foi o mais reativo, verificado através do cromatograma do meio reacional,

Figura 24.
e.e.p (%) e.e.s (%)
100 100
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a0 ~ a0
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50 — 50
40 — 40
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Figura 25— Curvas geradas por computador’ que descrevem a seletividade de CAL na

resolugdo cinética de 16 com 1-butilamina em hexano [161].

* O programa para o célculo da seletividade de uma resolugdo cinética expressada como a Razdo Enantiomérica (E) esta
disponivel gratuitamente na internet (www.cis.TUGraz.at/orgc).
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A formagao de 41 foi verificada através da reacao de aminolise de 16 com 1-
octilamina catalisada por CAL. Outra enzima utilizada para esta reagdo foi a PSL

imobilizada em PEO (PSL/PEO). Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10- Dados obtidos da reagdo de aminolise do (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila

com 1-octilamina.

Entrada Enzima Solvente  t(h) ¢ (%)* ees (%)’ eep (%) E?
1 CAL hexano 30 80 46 11 1,8
2 CAL t-BuOH 30 78 40 13 1,9
3 CAL 1,4-dioxano 360 95 30 3 1,3
3 PSL/PEO 1,4-dioxano 360 39 0 0 ---
4 PSL/PEO Hexano 144 30 0 0 -
5 PSL/PEO CCl1,° 144 15 --- --- ---

Condicdes experimentais: reagentes (10 mmol de 16 ¢ 20 mmol de 1-octilamina), CAL (500 mg), PSL (150
mg), 30 mL de solvente e T =35 °C.

Determinada por RMN 'H (s, 1H, §=5,16de 16 ¢s, 1 H, 8 =4,97 da amida);

Calculado por CGQ (80 °C 2°C/min 120 °C 5°C/min 220 °C);

Determinado pela Equagdo 1 a partir do valor de ees e conversdo[pag. 6];

Determinada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6];

Solvente destruiu o filme de PEO durante a reagao.

oo Ts

Nao foi possivel a determinagdo do excesso enantiomérico da amida formada por
CGQ devido a falta de discriminagdo quiral de 41 na fase estaciondria CP-chirasil-Dex CB.
Os enantidomeros de 16 foram discrimados, sendo o pico de menor area correspondente ao
enantiomero mais reativo, R-(-), logo a R-(-)-N-octil-2-hidroxi-2-fenilacetamida foi obtida.
A amida formada foi submetida a medida de rotacdo otica, a qual forneceu um desvio o

plano luz polarizada para a esquerda, o que caracteriza um composto levogiro. A
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configuragdo absoluta foi confirmada por meio de amostra padrao do R-16 analisada por
CGQ.

A lipase de Pseudomonas sp. também formou a correspondente a-hidroxiamida de
16 com baixa porcentagem de conversdo (15 a 39%) e nenhuma seletividade, ao contrario
de CAL que mostrou altas porcentagens de conversao (78 a 95%) e alguma seletividade
(E=132a1)9).

Nos experimentos relatados na Tabela 10 também foi estipulado um periodo de
reacdo, o que levou a formacdo de amidas com diferentes porcentagens de conversao.
Como mencionado anteriormente para obter um maior excesso enantiomérico do produto €
aconselhavel interromper a reagdo antes de alcangar os 50% de conversdo. Isto também
ndo garante que o produto serd obtido com boa pureza enantiomérica. Como pode ser
observado nos experimentos utilizando a PSL a porcentagem inferior a 50 % ndo formou a
amida quiral.

Comparando os resultados obtidos com a CAL na reagdo de amindlise de 16 com
1-butilamina e 1-octilamina, pode-se constatar que a variacdo do solvente e o tamanho da
cadeia alquilica do aceptor acila ndo foi suficiente para obter uma boa seletividade.

Outra reagdo de amindlise estudada foi a do composto 17 com 1-octilamina e 1-
butilamina, catalisada por CAL em t-butanol. Com esta reagdo visou-se avaliar a
regiosseletividade da CAL neste sistema.

Os resultados de RMN ' H e CGQ mostraram que a enzima néo foi regiosseletiva,
formando varios produtos independendo da amina utilizada na reagdo de amindlise. Os
compostos identificados no meio reacional sdo indicados na Figura 26.

O espectro de RMN 'H do meio reacional da reagio de 17 com 1-octilamina

mostrando os sinais de alguns compostos identificados sdo apresentado na Figura 27.
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Figura 26- Reacdo de aminodlise catalisada por CAL de (R,S)-acetiloxi(fenil)acetato de

metila com aminas primarias.
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Figura 27 — Espectro de RMN 'H da mistura reacional da reagdo de aminolise entre 17 e

1-octilamina com CAL apo6s 12 horas, (CDCls, 200 MHz).

Os resultados até aqui apresentados mostraram uma baixa enantiosseletividade nas
reagoes de amindlise de 18 e 16 e nenhuma regiosseletividade de 17, utilizando 1-

butilamina e 1-octilamina, como aceptores acila e CAL como catalisador.
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5.2.2 Resolu¢ao do (R,S)-acido hidroxi(fenil)acético por PSL e CAL

O 4cido hidroxi(fenil)acético (2) e seus derivados sdo reagentes quirais uteis
largamente aplicados para propositos sintéticos e investigagdes estereoquimicas. Os
enantiomeros de 2 podem ser usados para a resolugdo de alcoois, aminas, etc. ¢ também
como reagentes derivatizantes para determinagdo da pureza otica por RMN e CLAE [166].

Existem alguns estudos com relagdo a resolugdo de 2, entre os quais estd a
resolugdo por desracemizagdo, processo no qual fornece um unico enantiomero em excesso
enantiomérico e rendimento quimico de 100%, a partir do racemato. Este processo envolve
o uso de duas enzimas: (i) lipase de Pseudomonas sp. que catalisa a acilacdo de 2 em éter
isopropilico; seguida pela (ii) mandelato racemase que catalisa a racemizagdo do isdmero
R remanescente na solu¢do tampao. Quando esta seqiiéncia foi repetida por 4 vezes, o
acido S-O-acetiloxi(fenil)acético foi obtido com 80 % de rendimento e um ee > 99% como
unico produto. A primeira etapa que consistiu da resolucdo cinética de 2 apresentou uma
excelente enantiosseletividade, E > 200 [167]. Outra metodologia interessante foi a
utilizagdo da lipase de Pseudomonas sp. MAO2 isolada da terra. Usando esta enzima sob
condi¢des 6timas, R-(—) de 2 foi acumulado ao rendimento méaximo teérico de 50 % (30 g
L") e excesso enantiomérico de 99,4%. A enzima usou o isémero S de 2 como fonte de
carbono e energia [168].

Como o acido hidroxi(fenil)acético possui um grupo hidroxila e um carboxilico,
neste trabalho foram realizados estudos para obter seus enantidmeros separadamente,
através da reacdo de esterificacdo do dacido carboxilico e também pela acilagdo da
hidroxila.

Inicialmente 2 foi submetido a reacdo de esterificagdo com 1-pentanol catalisada

por PSL imobilizada em gel de 4gar, em mistura de solvente 1:1 (CH3CN:CCly). Outra
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enzima testada para esta reacao foi a CAL. Apos 72 h, nao foi constatada a formagao do
éster, usando PSL/agar ou CAL. A conversao de 10 e 26 % do 4cido hidroxi(fenil)acético
ao hidroxi(fenil)acetato de pentila (43) foi obtida usando PSL apods 336 h e CAL apos
840 h, respectivamente, Figura 28a. Os excessos enantioméricos nao foram determinados,
J& que os processos mostraram-se invidveis para estudos posteriores.

Muitos processos sdo geralmente sugeridos para melhorar a atuagdo do sistema
catalitico, sendo estes a imobilizagdo da enzima em diferentes suportes e/ou mudancas
estruturais no reagente de partida. Assim, a PSL foi imobilizada em gel de agar e em filme
de PEO e devido a baixa solubilidade de 2 em solventes organicos mais apolares, 0 mesmo
foi modificado ao 16 por métodos ndo enzimaticos. Apds estas alteracdes, o composto 16
foi submetido ao processo de acilagdo enantiosseletiva, usando acetato de vinila como
agente acilante ¢ PSL na forma livre e também imobilizada em gel de agar e em filme de

PEO para a obtencao de 17, Figura 28b.

a) OH OH
OH , OCH,(CH,);CH;4
O)\V( + HOCH,(CHy)yCH, —LSL/Azary Q)\V(
0 CAL 0
2 43
0
b) OH Q/U\CH3 OH
OCH; 0) : OCH, R OCH;
O)\(')( + H3C)]\ O/\ i— S 0 + 0
16 17 16

Figura 28 — Resolu¢do do (R,S)-acido hidroxi(fenil)acético usando PSL livre ou
imobilizada. a) através de reacdo de esterificagdo de 2 e b) reagdo de acilacao
enantiosseletiva de 16. Condi¢des experimentais: a) 5 mmol de 2 e 15 mmol de 1-pentanol,
500 mg (PSL ou CAL), 30 mL de solvente , T=25°C e b) 1,5 mmol de 16 ¢ 15 mmol de
acetato de vinila, 100 mg de PSL, 30 mL de solvente, T = 25 °C.
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Quando se comparou sob a mesma condicao de reagdo, a lipase de Pseudomonas
sp. imobilizada em dois suportes diferentes; aprisionamento em gel de 4gar e adsor¢do em
filme de PEO, observou-se uma dependéncia da atividade enzimatica em fungdo do
suporte. Com imobilizacdo de PSL em gel de agar verificou-se que a reagdo de acetilagdo
ndo ocorreu apés 96 h usando éter isopropilico como solvente, entretanto utilizando a
enzima livre verificou que a conversdo em 17 ocorre com 13%. Porém, a atividade
catalitica de PSL imobilizada em filme de PEO aumentou quando comparada com a forma
livre, a conversao foi de 50 e 13 %, respectivamente. Como reportado por Wang e col., a
enzima imobilizada pode aumentar a velocidade de reagdo [46].

Uma explicag@o para os resultados diferenciados quando se usou PSL imobilizada
em PEO e em gel de agar foi relacionada ao processo de difusdo dos reagentes ¢ produtos
para o meio reacional, e da quantidade de dgua presente no suporte. Quando enzimas
aprisionadas em gel de agar sdo usadas, as velocidades da reacdo total sdo freqiientemente
afetadas pelas limitagdes de transferéncia de massas dentro de matrizes de aprisionamento
e restrigdes da superficie disponivel para a transferéncia de substratos e produtos [139].
Usando PEO, a difusdo foi mais rapida ja que a enzima se encontra na superficie do filme,
conforme estudos realizados por Crespo [146]. Além disso, existe uma grande diferenca no
conteudo de dgua nos dois suportes, enquanto que dgua utilizada na preparacao do filme de
PEO ¢ evaporada, o mesmo ndo acontece com o gel de agar, onde toda dgua estd envolvida
no processo de gelatinizagao.

Em uma mistura reacional existem parti¢gdes de dgua entre a enzima, o suporte € o
solvente do meio. A quantidade de dgua presente na enzima tem um papel importante em
determinar sua atividade catalitica. Quando uma quantidade de agua ¢ fixa em um sistema,

a solubilidade da 4gua no meio reacional é de grande importancia. De modo analogo, a
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capacidade do suporte em atrair agua, influencia a quantidade de dgua na enzima e
portanto sua atividade catalitica [169].

Um teste simples de capacidade de absor¢ao de agua por suportes foi desenvolvido
por Reslow e col.[170]. Suportes secos foram misturados em éter isopropilico saturado
com agua. A quantidade de agua absorvida pelo suporte pode entdo ser calculada. A
“aquafilicidade” (Aq) foi definida como sendo a razdo entre a quantidade de agua no
suporte e no solvente, em um sistema padrdo. Quando enzimas foram imobilizadas sob
diferentes suportes e a atividade catalitica foi medida em uma concentracio fixa de dgua, a
atividade diminuiu com o aumento da Aq [169].

Baseando-se nas informagdes citadas acima, postula-se que PSL também tem a sua
atividade diminuida com a imobiliza¢do em gel de agar, devido um valor de Aq maior do
que no filme PEO.

Além de investigar a atividade catalitica de PSL livre e imobilizada na reagdo de
acetila¢do entre 16 ¢ acetato de vinila, também foi avaliada a influéncia do solvente.

Ainda que seja conhecido que o solvente afeta a especificidade das lipases em
biotransformacgdes enantiosseletivas, a racionalizacdo dos mecanismos destes efeitos e o
estabelecimento de modelos que permitam antecipar o comportamento de um determinado
sistema ainda ¢ incipiente. Os métodos de otimizacdo que empregam a técnica de variagdo
de solvente ainda sdo empiricos, em geral baseados no conhecimento de sistemas
semelhantes ou na escolha arbitraria de um determinado solvente [42].

A Tabela 11 mostra o efeito do solvente organico na enantiosseletividade de PSL
na forma livre ¢ também imobilizada em filme de PEO na reagdo de acilagdo entre 16 ¢
acetato de vinila. Este estudo nao foi realizado com a PSL imobilizada em gel de agar por

este sistema ter sido ineficiente nesta reagao.
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Tabela 11- Influéncia de solventes na atividade catalitica de PSL imobilizada e livre na

acilagao catalitica de (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila com acetado de vinila.

ees” (%) eep” (%) ¢ (%)° E*
solventes t (h)

livre PEO livre PEO livre PEO livre PEO

i-Pr,O 24 2 33 >99 >99 1 25 200 274
48 3 47 >99 >99 3 32 205 315
72 9 69 >99 >99 8 41 216 413
96 15 99 >99 >99 3 50 230 1057
hexano 24 0 17 0 >99 0 17 0 242
48 1 39 0 >99 1 2 200 290
72 6 56 >99 >99 6 36 211 349
96 7 72 >99 >99 7 42 214 429
t-BuOH 24 0 20 0 >99 0 15 0 242
48 1 33 >99 >99 1 25 200 274
72 3 47 >99 >99 3 32 205 315
96 3 61 >99 >99 3 38 205 370
acetona 24 0 5 0 >99 0 5 0 209
48 0 7 0 >99 0 7 0 214
72 2 13 >99 >99 2 12 203 227
96 2 14 >99 >99 2 15 203 236

Condicdes experimentais: reagentes (1,5 mmol de 16 e 15 mmol de acetato de vinila), 100 mg de PSL, 30
mL de solvente e T =25 °C.
a. Determinados por CGQ (80 °C 2°min 180 °C); >99 indica que o outro enantiomero ndo foi
detectado;
b. Determinada pela Equagdo 1 [pag. 6];
¢. Calculada pelas Equagdes 2 e 3[pag. 6].

Os resultados mostraram que tanto a PSL livre e a imobilizada, tiveram a mesma

preferéncia estereoquimica para o enantiomero S de 16, independente do solvente
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utilizado. A configuragdo absoluta do enantidmero mais reativo foi determinada por CGQ
através da comparagdo direta dos tempos de retengdo de padrao enantiomericamente puro
com o substrato remanescente, como mostrado na Figura 15.

Os valores de E variaram de 209 a 1057 de acordo com o solvente usado na reagdo,
conforme mostra a Tabela 11. Embora elevados valores de E possam estar dentro de uma
faixa de erros, emergidos dos métodos de determinagdo do ee, onde uma pequena variagao
pode causar uma mudan¢a significativa no valor de E, ficou evidente que a maior
enantiosseletividade de PSL ¢ utilizando o éter isopropilico, seguido por hexano, t-butanol
e acetona. Logo, a PSL mostrou boa reatividade e excelente seletividade neste sistema.

Considerando a natureza do solvente orgénico e suporte, o éter isopropilico e filme

de PEO foram os mais apropriados para a conversao biocatalitica de 16 com eep > 99%.

Todos estes resultados podem ser melhores visualizados na Figura 29.

Convers&o (%)

Figura 29 — Influéncia dos solventes e do tempo na acilagdo enantiosseletiva de (R,S)-

hidroxi(fenil)acetato de metila catalisada por PSL livre e imobilizada em filme de PEO.
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A acilagdo de 16 também foi estudada por Miyazawa e col. [171] utilizando varias
lipases. Os valores de E variaram de 6 a 24, sendo que lipase Pseudomonas sp. foi a que
apresentou melhor enantiosseletividade, E de 24.

As reagOes de acetilagdo citadas anteriormente, onde se verificou o efeito dos
solventes na atividade catalitica de PSL livre e imobilizada em PEO, foram feitas a 25 °C.
Porém, foi observada alguma diferenca no tempo de reagdo para obter uma conversao de
50 % de 17 quando a reacdo foi realizada a 35 °C e com PSL imobilizada em PEO, Tabela

12.

Tabela 12 — Efeito da temperatura na reacdo de acilagdo de 16 catalisada por PSL

imobilizada em filme de PEO.

¢ (%)* ees (%)" eep E°

tempo (h) 25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C

24 25 28 33 38 >99  >99 274 289
48 32 49 47 97  >99  >99 315 844
72 41 50 69 >99  >99  >99 413 1057
96 50 >99 - >99  >99 1057

Condic¢odes experimentais: reagentes (1,5 mmol de 16 e 15 mmol de acetato de vinila), 100 mg
de PSL, 30 mL de éter isopropilico.

a. Determinada pela Equacdo 1 (c= ees/ees + eep) [pag. 6];
b. Determinados por CGQ (80 °C 2°/min 180 °C);
¢. Calculada pelas Equacdes 2 e 3 [pag. 6].

Quando a temperatura de 35 °C foi utilizada verificou-se um consideravel aumento
na velocidade para formar 17 com 49 % de conversao apos 48h com eep de 99 % e ees de
97 %. Observando os resultados apds 72 h verificou-se um pequeno aumento na
porcentagem de conversdo, passando de 49 para 50 %. Isto significa que houve uma
acentuada diminui¢do na velocidade proxima a estes valores, e nestas condigdes ambos

enantiomeros foram obtidos com ee > 99%. Porém, foram necessarias 96 h a 25 °C para
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obter 50 % de conversdao e um ee >99%. Estes resultados indicam que PSL tem maior
atividade catalitica a 35 °C e que a temperatura realmente acelerou a formagao de 17.
Nenhuma mudanga na integridade fisica do sistema PSL/PEO foi observada apos 96 h a 35
°C, e a enzima manteve a enantiopreferéncia para o enantiomero S.

A reagdo de acetilagdo entre 16 e acetato de vinila também foi realizada em escala
de 1g. Os resultados novamente comprovaram a eficiéncia de PSL imobilizada em PEO em
comparag¢do com a livre, Tabela 13. Deve ser enfatizado que o procedimento experimental
foi extremamente versatil, mostrando que 17 pode ser obtido em um tempo reacional bem
menor do que quando a enzima livre ¢ utilizada. Ambos os sistemas mostraram uma

excelente enantiosseletividade indicada pelos valores de E entre 179 e 600.

Tabela 13 — Aplicacdo da metodologia de acetilagdo usando PSL livre e imobilizada em

escala de 1g.

Sistema t (h) ¢ (%) eep (%)" ees (%)" E*
PSL/livre 456 52 92 >99 179
PSI/PEO 72 47 >99 89 600

Condicdes experimentais: reagentes (6 mmol de 16 e 60 mmol de acetato de vinila), 100 mg de PSL, 30
mL de éter isopropilico, T = 35 °C.

a. Determinada pela Equagdo 1[pag. 6];
b. Determinados por CGQ (80 °C 2°min 180 °C);
c. Determinada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6].

Além de aumentar a velocidade de formagdo de 17 quando comparada com a
enzima livre, outra vantagem adicional do sistema PSL/PEO foi a sua reutilizagdo. A
enzima imobilizada em PEO foi reutilizada por quatro vezes em um periodo de quatro
meses, na reagdo de acetilacdo entre 16 e acetato de vinila. Apds cada uso, o filme de PEO

contendo a PSL foi lavado com éter isopropilico e estocado para o proximo reuso. Os



83

resultados mostraram que a reatividade e enantiosseletividade de PSL mantiveram-se
constantes por trés reutilizagdes e na quarta, houve uma acentuada diminui¢do na
reatividade, mas a enantiosseletividade foi preservada. Os valores de eep obtidos foram

> 99% em todas as reutilizagdes independentes do tempo de reacdo, Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados das reutilizagcdes da PSL imobilizada em filme de PEO na reacao

de acilagao de (R,S)-hidroxi(fenil)acetato de metila.

¢ (%)* eep (%)" ees (%)" E°

24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h  72h

3 1 25 32 41 >99 >99 >99 33 47 70 274 317 418
2;2: 2 25 32 41 >99 >99 >99 33 47 70 274 317 418
; . 18 29 40 >99 >99 >99 22 41 67 246 298 401
‘E 4 4 10 40 >99 >99 >99 4 7 11 207 214 221

Condicoes experimentais: reagentes (1,5 mmol de 16 ¢ 15 mmol de acetato de vinila), 100 mg de PSL, 30
mL de solvente, T =25 °C.

a. Determinada pela Equacdo 1 [pag. 6];

b. Determinados por CGQ (80 °C 2°min 180 °C;

c. Calculada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6].

Alguns dados sobre estabilidade operacional de enzimas imobilizadas ja foram
reportados na literatura. Os quatros exemplos citados abaixo sdo para a imobilizagdo de
lipases.

a) A lipase de Candida cylindracea, imobilizada em nylon ativado com
glutaraldeido, reteve 25 % da atividade apds 5 ciclos na sintese de propionato de etila

[127].

b) A lipase de Mucor miehei , imobilizada nos macroporos de resinas anidnicas,
reteve de 40 a 70 % de sua atividade catalitica apds 10 cilclos na sintese do oleato de

isopropilideno glicerol, dependendo da razdo acido oléico/glicerol isopropilideno [127].
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¢) A lipase de Chromobacterium viscosum imobilizada em organoggis de gelatina,
permaneceu com a atividade catalitica apos 15 sucessivas corridas em um periodo de 30

dias em heptano [172].

d) A lipase de Candida rugosa imobilizada por adsorcao fisica em copolimero de
estireno-divinilbenzeno levou a uma pequena desativacdo da enzima, apos 12 ciclos
consecutivos de 24 h cada. Tais resultados revelaram bom potencial para reciclagem sob

sistemas nao aquosos [130].

A estabilidade operacional de sistemas de imobilizacio de enzimas ¢
economicamente muito importante e podera ser mais vantajosa do que na forma livre.

Ficou evidente que o poli(6xido de etileno), como suporte polimérico para
imobilizar a PSL, aumentou a atividade enzimdtica e ¢ muito mais eficiente do que a
correspondente enzima na forma livre e imobilizada em gel de agar sob as mesmas
condi¢des. Além disso, pode ser reutilizado por 3 vezes sem perda significativa da
reatividade e seletividade.

A acilagdo enantiosseletiva entre 16 e o acetato de vinila também foi avaliada
usando lipase de Candida antarctica (CAL) em éter isopropilico (t = 48 h). Apods este
periodo houve a formagdo do produto com apenas 3 % de conversao, eep 76 %, ees 2 % e
E=7,5. A CAL mostrou enantiopreferéncia oposta a PSL, o enantidmero mais reativo foi
o R, sendo que para todos os sistemas estudados utilizando PSL o enantiomero mais
reativo sempre foi o S.

Como visto anteriormente, a CAL mostrou uma enantiosseletividade baixa para
este sistema, mas se o aperfeicoamento das condigdes experimentais levar a formagdo de
17 com ee melhores, serd possivel obter tanto o enantiomero R e quanto o S de 16 apenas

usando lipases de procedéncias diferentes. Estes resultados evidenciam mais uma grande
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vantagem da biocatdlise na obtengdo de compostos enantiomericamente puros, Sob

condi¢des brandas de reagao.

5.3 Resoluc¢iao dos acidos racémicos 2-bromoalcanéicos por lipases

5.3.1 Acido 2-bromopentanéico (3)

O é4cido 3 foi submetido a discriminacao quiral através da reagao de esterificagao

com 1-butanol catalisada por PSL e CRL imobilizadas em gel de agar e na forma livre,

Figura 30.
Br Br I:Br OH
WOH CRLouPSL WO(CH2)3CH3 . /\/s\ﬂ/
- R
CH;(CH,);0H
5 3(CHy)3 O )
3 45

Figura 30 — Esterificagdo enantiosseletiva do acido 2-bromopentandico catalisada por

lipases.

A discriminagdo quiral de 3 ndo ocorreu usando a lipase de Pseudomonas sp. na
forma livre formando o 2-bromopentanoato de butila racémico. Uma nova investigagao foi
realizada, s6 que utilizando a lipase de Candida rugosa imobilizada em gel de agar ¢ na
forma livre. A anélise dos resultados mostrou que esta enzima foi mais eficiente do que a
PSL, mas que ainda ndo apresentou uma boa discriminagdo quiral, Tabela 15.

A Figura 31 mostra o cromatograma para 45 com ee de 22%, formado quando a
CRL imobilizada em agar foi usada na reacdo de esterificagdo de 3. A atribuicdo da
configuracdo absoluta foi baseada na literatura [84], onde o desvio no plano da luz

polarizada para a esquerda ¢ caracteristico do enantidmero S. O 4cido remanescente 3
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ap6s medida de rotagdo otica, o qual também desviou o plano da luz polarizada para a

esquerda, foi atribuido como sendo o enantidmero S, logo R foi o isdmero mais reativo.

Tabela 15 - Dados obtidos para a reagao de esterificacdo de 3 com 1-butanol catalisada

por lipases.

Enzima/Sistema  t (h) ¢ (%)* eep (%)  ees” E*
PSL/agar 840 40 0 0
PSL/livre 840 80 0 0
CRL/4agar 120 22 22 7 1,7
CRL/livre 120 56 12 15 1,5

Condicdes experimentais: reagentes (5 mmol de e 15mmol de dlcool), enzimas (250 mg de
PSL e 500 mg CRL), 25 mL de hexanoe T =35 °C.

a. Determinada pela Equagdo 1 [pag. 6].

b. Determinados por CGQ (80 °C 2°/min 180 °C)

¢. Calculada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6].

0. 1200 1
3

0.11001
=

0. 1000 1

0, 0900 1

7.0 ' 7.5 2.0
tempo (min)

Figura 31 - Cromatograma do 2-bromopentanoato de butila obtido com a CRL
imobilizada em gel de agar com ee de 22%. Condi¢des experimentais: Inj. = 250 °C, Det. =

275°C, T;=90°C, Tr = 180 °C, Ayq = 3 °C/min, Pressdo do H, = 85 kPa.
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A reacgdo de esterificagdo de 3 também foi testada utilizando CAL, os resultados
mostraram uma baixa atividade catalitica e nenhuma enantiosseletividade, sendo uma
conversao de 43 % foi conseguida somente apos 32 dias.

A avaliagdo dos resultados mostra que das trés lipases usadas, apenas a CRL
apresentou alguma enantiosseletividade, E de 1,7. Aconselha-se o uso de CRL para estudos

futuros, onde mudancas de outros parametros possam melhorar a sua estereosseletividade.

5.3.2 Acido 2-bromoexanéico (4)

O acido 4 foi submetido a discriminagdo quiral através da reacdo de esterificagdo
catalisada pelas enzimas PSL e CRL imobilizadas em gel de 4gar, e também com CRL

imobilizada em PEO e na forma livre, Figura 32.

o r 4 OH
OH OR 4
CRL ou PSL R s
e
ROH 0
0 0
4 46 - 47

R=CH;(CHy); (46)
CH;(CHy)s (47)

Figura 32- Esterificagdo enantiosseletiva do acido 2-bromoexandico catalisada por lipases.

Os resultados apresentados na Tabela 16 mostraram que a PSL imobilizada em gel
de 4gar foi habil para catalisar a formag¢do do éster com conversdo de 56%, mas nao
mostrou enantiosseletividade. Nenhuma comparacdo pode ser feita a respeito da
enantiosseletividade da enzima livre, mas estudos realizados com os demais acidos
bromados revelaram que ha uma diminuicdo quando a forma livre ¢ usada. A CRL

mostrou uma certa discriminagdo para os enantiomeros com os valores de E variando de
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1,2 a 4,0. O melhor resultado foi obtido com a enzima imobilizada em PEO e com
1-hexanol como aceptor acila.

Independente do suporte utilizado, a enantiopreferéncia das enzimas foi para
isomero R de 4. Novamente a configuragdo absoluta do enantidmero mais reativo foi
determinada por comparacdo do desvio no plano da luz polarizada causado pelo acido
remanescente com o valor fornecido na literatura [84]. O sinal negativo ¢ atribuido ao

enantidmero S, logo R foi o isdmero mais reativo.

Tabela 16- Dados obtidos da reacdo de esterificacdo de 4 com 1-butanol e 1-hexanol

catalisada por lipases.

Sistema Alcool t(h) c(%)" eep(%)” ees(%)°  E°
PSL/agar CH;(CH,);0H 816 56 0 0
CRL/livre CH;(CH,);OH 118 38 8 5 1,2
CRL/livre CH;(CH,);OH 72 10 12 1 1,3
CRL/PEO CH;(CH,);OH 72 32 50 24 3.8
CRL/agar CH;3(CH,);0H 72 20 22 6 1,6
CRL/livre 1-hexanol 72 11 41 5 2,5
CRL/PEO 1-hexanol 72 43 48 36 4,0

Condicdes experimentais: reagentes (5 mmol de e 15mmol de alcool), enzimas (250 mg de PSL
e 500 mg CRL), 25 mL de hexano e T =35 °C.
a. Determinada pela Equacdo 1 [pag. 6];
b. Determinado por CGQ (90 °C 3°C/min 200 °C); Inj. = 250 e Det. 280 °C
¢. Determinado apds derivatizagdo com MeOH via quimica por CGQ (90 °C 3°C/min 170 °C)
d. Determinada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6].

Nas condi¢des experimentais utilizadas para a resolucdo de 4 ndo se obteve bons
resultados, com relagdo a enantiosseletividade, utilizando PSL e CRL. A imobilizagdo da
CRL, variagdo do suporte e do aceptor acila ndo foram suficientes para garantir uma boa

enantiosseletividade. A PSL nao mostrou discriminagdo dos enantiomeros de 4.



89

5.3.3 Acido 2-bromooctanéico (5)

O 4cido 5 foi submetido a discriminagdo quiral através da reacdo de esterificagdo
com 1-pentanol catalisada por PSL imobilizada em gel de agar, filme de PEO e na forma

livre, Figura 33.

Br Br 1=3r
WOH PSL _ R _OCH)CHy  + s _oH
4 CHy(CHy),OH 4 /\Mf‘\ﬂ/
5 3(CHy)4 o 5
5 48

Figura 33- Esterificagdo enantiosseletiva do acido 2-bromooctanodico catalisada por

lipases.

Os resultados mostraram que a PSL imobilizada em gel de agar foi capaz de
catalisar a formac¢do de 48 com E variando 2,8 a 10 dependo da quantidade de enzima
usada e do tempo de reagdo. Quando PSL foi imobilizada em PEO observou uma
diminui¢do na seletividade e reatividade da enzima, E de 2,2 e conversao de 19 % contra
um E de 7,0 e conversdo de 57 % quando a enzima foi imobilizada em gel de agar, Tabela
17.

Independente do suporte utilizado a enantiopreferéncia de PSL foi para isomero R
de 5. Novamente a configuragdo absoluta do enantiomero mais reativo foi determinada por
comparacao do desvio no plano da luz polarizada causado pelo 4cido remanescente com o
reportado na literatura [84], onde o sinal negativo ¢ atribuido ao enantidmero S. Desta
forma, o enantidmero majoritario do acido remanescente possui a configuracao absoluta S,

e 0 éster R.
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Tabela 17- Dados obtidos para a reagao de esterificacdo de 5 com 1-butanol catalisada por

PSL.
Entradas Enzima ¢ (h) ¢ (%) eep (% P ees (%) E
1 PSL/4gar 432 46 70 60 10
2 PSL/agar 192 57 54 73 7
3 PSL/PEO 192 19 8 35 2,2
4 PSL/livre 98 2 8 0 1,2
5 PSL/PEO 98 25 38 13 2,5
6 PSL/agar 98 58 50 68 5,9

Condicdes experimentais: reagentes (5 mmol de e 15mmol de alcool), 250 mg de PSL (entradas 2 a 3) e

500 mg de PSL (entradas 4 a 6), T =25 °C (entrada 1) e 35 °C (entradas 2 a 6) e 25 mL de hexano.
a. Determinada pela Equacdo 1 [pag. 6];
b. Determinado por CGQ (90 °C 3°C/min 200 °C); Inj. = 250 e Det. 280 °C;

¢. Determinado apds derivatizagdo com MeOH via quimica por CGQ (90 °C 3°C/min 170 °C);
d. Determinada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6].

5.3.4 Acido 2-bromoexadecanéico (6)

A esterificacdo enantiosseletiva de 6 catalisada pela lipase de Candida cylindracea,

hoje chamada de lipase de Candida rugosa, ja foi descrita na literatura. A reagdo de

esterificacdo do acido com 1-butanol forneceu o éster com 47 % de conversdo apos 22 h e

um [o] =- 9,7 (¢ 1,0, CHCI3), mas nem a configuragdo absoluta ¢ o excesso enantiomérico

foram definitivamente confirmados [173].

Em busca de outra metodologia, a resolucao de 6 foi averiguada através da reacao

de esterificagdo com 1-butanol catalisada por PSL imobilizada em PEO ou na forma livre,
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e também por CAL, Figura 34. Em ambos os sistemas foram usados hexano como solvente
organico.

A determinagio da porcentagem de conversdo em éster de 6 por RMN 'H foi feita
através da integragdo dos sinais dos hidrogénios a, b e b’ exemplificados na Figura 35.

Para evitar a sobreposicdo dos sinais utilizou-se acetona deuterada como solvente na

aquisicdo do espectro de RMN 'H para esta mistura reacional.

Br

Br
/\MCOOR + NI coon

/ (R)-(+)-éster (S)-(-)acido
CAL
Br

a
WCOOH + ROH

R = CH;(CH,),CH, (49)
PSL
6 \

}:3r Br
T~ CooR  + WCOOH
(S)-(-)-éster (R)-(+)acido

Figura 34 — Esterificagdo enantiosseletiva do acido 2-bromoexadecanodico catalisada por

lipases.

Br Er Er

CAL e
WCOOH + ROH —2F » S COOR + T pCO0H
o HRORnEbes (S)-(drido
5
R=CH j(CH ,CHy  (49) a

B

b |

.

S

LT
‘\N!J \':{ \{ﬁ'j
[ c = h/b+h'x 100 %o = 14 “/u] 2 e g
5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
PPM

Figura 35 — Espectro parcial de uma mistura reacional (6 , 49 e 1-pentanol), mostrando

como obter a conversao de uma reagao.
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Os resultados obtidos para estas reagdes estdo sumarizados na Tabela 18.

Tabela 18- Dados obtidos para a reagdo de esterificagdo de 6 com 1-butanol catalisada por

lipases na forma livre e imobilizada.

Entradas Enzima t(h) c¢(%)" ees(%) a° (ac.)b Isdomero
remanescente
1 PSL/PEO 104 39 75¢ + R
2 PSL/agar 432 98 --- - —
3 PSL/PEO 96 39 34° + R
4 PSL/agar 240 80 899 + R
5 CAL 96 52 18° — S
6 PSL/ livre 172 66 97° + R
7 PSL/PEO 172 78 90° + R
8 PSL/agar 172 67 64° + R
9 CAL 172 100 --- - —
10 CAL 80 85 37° — S

Condicdes experimentais: Entradas 1 a 2 utilizou-se 5 mmol de reagentes e 10 mmol para as entradas de 3
a 10, sendo a quantidade de enzima de 150, 250 e 300 mg de enzima para as entradas 1 a 3 respectivamente
e 500 mg de 4 a 10; 25 mL de hexano e T =35 °C.

Determinada por RMN 'H (relago dos hidrogénios b e b’ das estruturas mostradas na Figura 35).

Sinal da rotagdo dtica absoluta do acido remanescente.

Determinado por CGQ apos derivatizagdo com MeOH

Determinado por medidas polarimétricas.

Determinado por RMN 'H.

AN

Em uma resolucdo cinética enzimatica ¢ ideal cessar a reagdo quando esta atinge
uma conversdo em torno de 50 %. Na presenca de uma enzima enantiosseletiva, o
enantiomero mais reativo pode ser obtido com alto valor de ee antes da reagdo completar
50 %. Apos esta porcentagem, o enantidmero menos reativo comeca a reagir também,
diminuindo assim o ee do produto.

A dificuldade de quantificagdo do excesso enantiomérico de 49 por CGQ impediu a
obteng¢do dos valores de E. Como o acompanhamento da reagdo por CGQ nao foi possivel,

optou-se em estipular um tempo de reagao para os sistemas apresentados na Tabela 18 e as



93

porcentagens de conversdo foram determinadas ap6s este periodo por RMN 'H, explicando
assim os diferentes valores de conversdao obtidos. O acido remanescente foi isolado e
submetido a trés métodos analiticos para determinagdo do seu excesso enantiomérico. Os
métodos analiticos, polarimétria, cromatografia e RMN 'H empregando seletores quirais,
foram utilizados para determinar o ee de 6 remanescente.

A quantificacdo dos excessos enantiomérico de 6 por CG com uma coluna quiral
apropriada e atribui¢do precisa da configuragao absoluta pela sintese quimica a partir de
precursores quirais foram reportados por Hernanz e col.[174, 175]. Baseando-se neste
estudo, o composto 6 foi derivatizado para o seu correspondente éster metilico e analisado
por CGQ com a fase estacionaria CP-Chirasil-Dex CB. Os resultados do ee estdo
mostrados nas entradas 1, 3 e 5 da Tabela 18. Infelizmente o éster obtido enzimaticamente
ndo foi resolvido por esta fase, em decorréncia do tamanho da cadeia. Desta forma o
enantidmero oposto ao do acido remanescente poderia ser obtido através da hidrolise do
éster, mas para isto seria necessario desenvolver um sistema hidrolitico que evitasse a
epimerizacdo no carbono estereogénico. Estudos realizados por Evans e col. mostraram
que a epimerizagdo pode ocorrer até mesmo sobre condigdes brandas [175].

Baseando-se nestas informagoes, o valor dos ee atribuido aos acidos remanescentes
pela metodologia citada acima pode ter sido alterado significativamente pela reacdao de
esterificagdo com metanol por método ndo enzimatico, usando acido como catalisador.

O outro método empregado para determinar o ee do acido foi através de medidas de
rotagdo Otica. Para isto, preparou-se uma solugdo 0,01 g/mL do 4acido remanescente
(entrada 4 da Tabela 18) e a medida de rotacdo 6tica observada forneceu [a], =+ 20 (c
1,00, CHCls). Atribuiu-se ao acido remanescente a configuracdo absoluta R e um valor de

ee de 89 %, por analogia com os valores de rotagdo especifica para este acido preparado
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por Guo e col., os quais obtiveram um ee > 95% para ambos enantidmeros. O isdmero R
apresentou [a], =+21,2 (¢ 1,00, CHCl3) e parao S [a]x =-21,2 (¢ 1,00; CHCl3) [176].

Os demais acidos remanescentes de outras sinteses ndo foram submetidos a este
método analitico pela necessidade de maior quantidade de amostra. O método
polarimétrico somente foi utilizado para os demais casos para confirmar o sinal da rotacao
Otica, os quais estdo expressos na Tabela 18.

O terceiro método analitico fundamentou-se na discriminagdo dos sinais de RMN
de ' H dos enantidmeros devido a formagio de espécies diastereoisoméricas entre
substratos quirais e SQs (agentes quirais de deslocamento, solvatagdo ou de derivacdo).
Esta técnica foi desenvolvida no laboratorio SPINLAB da Unicamp pelo grupo da Profa.
Anita Marsaioli.

Conforme apresentado na parte experimental, a determinagio de ee por RMN 'H de
6 e do acido remanescente das reagdes de esterificacdo foi avaliada pela discriminagdo
quiral dos mesmos perante quatro seletores quirais, Figura 17.

Inicialmente avaliou-se o potencial de discrimina¢do enantiomérica dos seletores

quirais com rela¢do ao acido racémico 6. Observou que apenas o Hy do racemato sofreu

discriminacdo, o qual ocorreu na presenga dos complexos calix[4]/S-PEA e calix[6]/S-

PEA, e também na presenca de f-CDPM em CD30D/D7O, Tabela 19.

Verificou ainda que, no experimento com o complexo calix[6]/S-PEA a
temperatura ambiente (25 °C), hd uma sobreposicao entre o sinal discriminado de (¥)-6 € o
sinal do grupo metilénico do calix[6], 6de 3,8 a 4,0 ppm. Porém, aumentando a
temperatura de realizagdo dos espectros foi possivel separar satisfatoriamente o sinal
discriminado (Ha), do sinal do seletor (CH;.caiix), Figura 36. Contudo, havia um agravante
para uma boa andlise quantitativa; a multiplicidade do sinal discriminado (dd, J 8,6 ¢ 5,8

Hz) levou a sobreposi¢do dos sinais diastereoisoméricos, dificultando a integragdo dos
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mesmos para a obtencao do ee, além de diminuir o limite de detec¢ao da analise. Esta

limitacdo foi engenhosamente contornada com a saturagdo dos hidrogénios vizinhos (HB)
ao sinal discriminado. Desta forma o duplo dubleto do Hy foi reduzido a um simples

singleto e o sinal discriminado dos enantiomeros foi facilmente analisado apds
desconvolucdo, Figura 37. Tal procedimento simplificou a determinagdo de ee aumentou o

limite de deteccao da analise.

Tabela 19- Discriminacdo quiral do H, de (£)-6 na presencga de seletores quirais.

Seletor quiral (5Q) solvente Ay = |8y — 8] (em Hz)
o-COPA, Ch, 00 -
R-COPA, Chz0D -
- PA Chy0b/ 0,0 (1:1) -
B-CDIPM, CD,00/D,0 (1:1) 3,1
calix[4]/ =PEA chel, g2
calix[6 ) 5PEA ChC 5 3

Os excessos enantiomérios expressos na Tabela 18 para o acido remanescente 6,
(Entradas 4, 6, 7, 8 ¢ 10) foram determinados usando a metodologia descrita acima.
Novamente pode ser observada a enantiopreferéncia oposta de CAL e PSL, conforme
mostra a Figura 36¢ e 36d, respectivamente. Além disso, a CAL foi mais reativa que a PSL
em termos de conversdo de 6 em 49. A Tabela 18 mostra que apds 172h, 100% de produto
¢ obtido usando CAL e dependendo de estar livre ou imobilizada, a conversdo usando PSL
variou de 66 a 78 %.

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que o emprego destes sistemas de
seletores quirais poderd ser uma alternativa para a determinacdo do ee do 4cido
2-bromoexadecanoico, seus derivados e compostos andlogos. A metodologia empregando
complexos calix[n]/indutor quiral ¢ muito interessate devido a sua versatilidade, isto €, os
indutores quirais podem ser variados e aplicados a uma série de substratos, de acordo com

as necessidades experimentais.
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Figura 36- Espectros parciais de RMN'H de (+)-6 na presenca do complexo calix[6]/S-

PEA a varias temperaturas (CDCI3, 500 MHz).

2 calix
H
H,

c)
ee = 37%

d)
ee = 90%
T T T T T T
3.95 2 20 2.85 220 .75 270 2. 65 PR

Figura 37- Espectros parciais de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3, 45 °C) de 6 na presenca

do complexo calix[6]/S-PEA. a) racemato; b) racemato apos irradiagdo do Hg ; ¢) e d)

quirais — produtos de biotransformagao com lipases ap6s irradia¢do do Hg (Entradas 10 e 7

da Tabela 18, respectivamente).
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A PSL ndo teve sua enantiopreferéncia alterada apos o processo de imobilizacao, o
isomero S sempre foi o mais reativo. Foi observado um acréscimo na porcentagem de
conversao usando a PSL imobilizada em PEO, em relagdo a enzima livre ou imobilizada
em gel de agar. Os valores de ees variaram de 64 a 97% e indicaram que PSL possui uma
boa seletividade em relacdo aos enantidmeros de 6 e que futuras variagdes nas condigdes
experimentais poderdao prover uma melhora na discriminagao quiral.

As enzimas utilizadas neste trabalho apresentaram enantiopreferéncia oposta para o
enantiomero mais reativo, sendo S (PSL) e R (CAL), conforme dados da Tabela 18 e

espectro de RMN 'H, Figura 37.

5.4 Resoluc¢ao de acidos racémicos 2 e 3-alquilalcanéicos

Um processo de esterificagdo entre um alcool aquiral e um acido racémico pode
levar a formacao de compostos oticamente ativos com o emprego de lipases em meio
organico. Esta metodologia foi aplicada para a sintese direta dos acidos 2 e 3-
alquilalcanéicos com alcoois primarios e lipases livres ou imobilizadas, em solvente

organico.

5.4.1 Acido 2-etilexanéico (7)

A esterificacdo de 7 com I-pentanol na presenca de CAL ou PSL formou o 2-
etilexanoato de pentila (50) apds 53 dias com de conversio de 8,7 e 6,5 %,
respectivamente. A baixa reatividade destas enzimas pode estar relacionada a
impedimentos estéreos na estrutura de 7, onde provavelmente o radical etila ligado

diretamente ao carbono quiral estd dificultando a formacdo do éster. A baixa reatividade
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obtida com a CAL foi observada com relacdo ao tempo de reagao, que foi muito longo.
Para os ésteres derivados do acido 2-metil substituido a reagdo ocorreu com conversao de
85 % apds 72h. Este tema sera apresentado na proxima sec¢ao.

Outro problema ocorrido na resolucao deste acido foi a falta de discriminagdo pela
fase estacionaria quiral CP-chirasil-DEX de seus ésteres. Assim, foi invidvel o
prosseguimento da resolugdo deste substrato.

Outros estudos envolvendo novas metodologias de resolucao e de quantificagdo do
ee, em conjunto aos desenvolvidos aqui poderdo contribuir para obter os enantidmeros de 7

enantiomericamente puros.

5.4.2 Acido 2-metilpentanéico (8)

A obtengdo de acidos 2-metilalcanodicos enantiomericamente puros foi alcancada
com uma enantiosseletividade modesta por Engel. Utilizando a lipase de Candida rugosa
foi possivel obter preferencialmente o enantidmero S dos acidos 2-metilalcanodicos. A
enantiosseletividade (E) alcangada variou de 3 a 70 dependendo do aceptor e doador acila.
O melhor resultado foi obtido com o acido 2-metilpentandico e 1-octanol (E = 70)[177].

A resolucdo de 8 estudada neste trabalho foi avaliada através da reagdo de
esterificagio com 1l-butanol catalisada por CAL ou PSL, Figura 38. Alcoois de cadeias
maiores nao foram estudados pela dificuldade de separagdao dos enantiomeros de 51 na fase
estacionaria CP-chirasil-DEX.

Os resultados obtidos nestas reagdes estdo sumarizados na Tabela 8. A preferéncia
estereoquimica na reagdo de esterificagdo de 8 foi oposta para as enzimas CAL e PSL.
Uma enantiosseletividade baixa foi observada com E variando de 1,2 a 7,3. A atribui¢do da

configuracdo absoluta do isomero mais reativo foi baseada nos sinais da rotacdo oOtica
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especificas obtidos por Engel para 8, onde o sinal negativo foi relacionado ao isémero R
[177]. O mesmo sinal (-) foi obtido para o dcido remanescente da reacdo de esterificacio
catalisada por PSL, logo o isdmero S foi o mais reativo. Na reacdo catalisada por CAL
obteve-se 0 acido remanescente com sinal positivo, portanto o isomero mais reativo foi o
R. O tempo de retencdo dos enantidmeros de 51, onde o pico de maior area indica o
enantiomero mais reativo de 8, mostrou que CAL e PSL possuem estereopreferéncia

distinta.

/\/H( OCaHy OH
Ca,0H N\K
/\%\/ / ©

51
O PSL/PEO

’ C4H,OH S OCiHy W

S

Figura 38- Resolucdo do 4acido 2-metilpentandico através de reacdo de esterificagdo

catalisada por lipases.

Tabela 20 - Dados obtidos da reagao de esterificagao de 8 com 1-butanol catalisada por

lipases.
Isomero
Enzima t (h) ¢ (%)* |eep (%)" |ees (%) |E! mais
reativo
PSL/PEO 840 22 71 20 72 S
CAL 24 32 11 5 1,3 R
CAL 48 60 7 10 1,2 R
CAL 72 85 3 15 1,2 R

Condic¢des experimentais: reagentes (30 mmol de 8 e 90 mmol de 1-butanol), T = 35 °C, CAL
(500 mg), PSL (250 mg), 25 mL de hexano

Calculada pela Equacdo 1[pag. 6];

Determinado por CGQ (60 °C 2°C/min 140 ° C);

Determinado por CGQ apds derivatizagdo com MeOH (60 °C  2°C/min 140 ° C);
Determinada pelas Equagdes 2 e 3 [pag. 6].

o g
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5.4.3 Acido 3-metilpentanéico (9)

Na tentativa de resolucdo de 9, inicialmente foi realizada uma reacdo de
esterificacdo com 1- pentanol, em quantidades equimolares de 10 mmol catalisada por
CAL. A percentagem de conversao ao 3-metilpentanoato de pentila (52) foi de 68% em 5
horas de reacdo. Devido a falta de discriminagdo quiral pela fase estacionaria CP-chirasil
Dex CB, o 4cido remanescente foi isolado e submetido a medidas polarimétricas. O desvio
no plano da luz polarizada para direira indicou que CAL foi estereosseletiva.

Como ja foi mencionado, para determinar a enantiosseletividade em uma reagdo ¢
necessario conhecer o excesso enantiomérico do produto e/ou do substrato remanescente.
Baseado na premissa de que os ésteres ndo puderam ser discriminados na fase quiral usada,
uma quantidade maior de reagentes (30 mmol) foi utilizada para obter uma boa
recuperacdo do acido remanescente para avaliagdo do valor de rotacdo otica.

A reacdo foi acompanhada retirando-se aliquotas em intervalos de 1 hora e a
percentagem de conversdo do éster determinada por RMN 'H. A reagdo foi interrompida
quando a conversdo alcangou 43%, visando obter um excesso enantiomérico do éster com
maior valor e, portanto com maior grau de pureza.

O 4cido remanescente foi isolado conforme o procedimento descrito na parte
experimental. Uma solucdo etandlica do 4cido 3-metil pentandico (0,04 g/mL) foi
submetida a medida de rotacdo Otica. A rotacdo Otica observada (o) foi de 0,06°.

A rotagdo dtica especifica [o] foi calculada de conforme a Equagao 8.

[ ]D 100.0,06

o = =+3,0 (c =4, EtOH -is6émero mais reativo)
4 g/mL.0,5 dm
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O excesso enantiomérico do acido foi calculado usando a Equacao 9 e valor da
rotagdo especifica para acido-(+)-3-metil pentandico foi abstraido do Handbook of

Chemistry and Physics [178].

ees = 3,0 x100 =35 %

Como os dados de literatura ndo apresentam valores para [o] de 52, ndo foi possivel
determinar o seu excesso enantiomeérico.

Por analogia com os dados obtidos para o a reagdo esterificagao entre 7 e 1-butanol,
onde o desvio no plano da luz polarizado para direita foi atribuido para o enantidmero S
do acido remanescente, acredita-se que o enantidmero mais reativo de 8 também foi o R.
A enantiosseletividade (E) da CAL para esta reagdo nao foi calculada por falta de dados

experimentais.

5.5 Resolucao das aminas racémicas

As amidas N-(1-etilpentil)acetamida (19), N-(1-metilhexil)acetamida (20), N-(2-
etilhexil)acetamida (21), N-(1-metilheptil)acetamida (22), N-(1-feniletil)acetamida (23) e
N-(1,2-dimetilpropil)acetamida (24) preparadas por métodos ndo enzimaticos tiveram uma
boa discriminagdo quiral na fase estacionaria CP-chirasil Dex CB, obtendo-se assim as
condigdes cromatograficas ideais para a separagdo de seus enantidmeros.

Primeiramente avaliou-se a eficiéncia de CAL nas reacdes de amindlise de
(R,S)-a-metilbenzilamina (13) e 1-metileptilamina (11) empregando o acetato de vinila
como agente acilante. Diferente das reagdes de transesterificagdo onde o emprego deste
¢éster melhora a enantiosseletividade da enzima, as reagdes de amindlise ndo formaram as

correspondentes amidas enantiomericamente puras (evidenciado por CGQ) e a mistura
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tornou-se marrom apoOs 12 horas. Formaram-se varios produtos inesperados que nao
puderam ser identificados (cromatografia de camada delgada e CG). Os compostos
formados provavelmente sdo originados da reagcdo do acetaldeido com aminas primarias,
formando iminas N-substituidas (CH3;CH=NR). Baseando-se que os resultados
apresentados para estas duas aminas foram semelhantes, ndo foram realizadas as reagdes
das outras com este agente acilante.

Fundamentado em dados de literatura com relagao ao uso de CAL como catalisador
em amindlise enantiosseletiva de aminas racémicas utilizou-se o acetato de etila como

agente acilante para as aminas 10 a 15, Figura 39.

o

NH, NHJ\ NH,
CAL 7’ R ;
_— iy R
RR% R2 AcOEL R - IR2 + gs\ R2
1 1
10-15 20, 22-24

R =CH,CHj, R =(CH,);CH3, R, =H (10) - ndo formou a amida

R=CH;,R; =(CH,);CH3;, R, =H (11e22)

R=CH;, R;=(CH,);CH3,R,=H (12 e20)

R=CH;, R =C¢Hg, R, =H (13 e23)

R=CH;,R;=(CH;3),CH,R,=H (14 e 24)

R = CH;CH,CH(CH,);CH;, Ry =H, R, =H (15) - formou a amida sem discrina¢io quiral

Figura 39- Aminoélise enantiosseletiva de aminas racémicas utilizando CAL como

catalisador e acetato de etila como agente acilante.

A porcentagem de conversio a produto foi determinada por RMN'H conforme
exemplificado para 1-metilexilamina (12) pela integracdo da area dos sinais em 3,0 ppm
(a) e 3,9 ppm (b) correspondente ao hidrogénio metinico da amina e da amida,
respectivamente, Figura 40.

Os dados experimentais obtidos para a resolugdo biocatalitica das aminas (10 a 15)

estdo reportados na Tabela 21. Foi verificado que o grau de enantiosseletividade depende
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da estrutura da amina, ¢ dentre as discriminadas enantiomericamente a seletividade da
CAL sempre foi para o enantidmero R da amina.

A configuracdo absoluta das aminas remanescentes ¢ amidas foi determinada por
comparagdo com dados da literatura e por analogia com os resultados obtidos para 23. A
partir de um padrao enantiomericamente puro da amina 13 foi possivel sintetizar a amida
S-23 com o mesmo padrao de pureza. Desta forma, através do tempo de retencao de S-23 ¢
do produto obtido da reacdo de aminolise biocatalitica foi possivel determinada a
configuracdo absoluta do enantiomero mais reativo.

Através da inspecdo dos cromatogramas obtidos para o racemato, forma S e para
mistura da reagdo, fica evidente que o enantiomero R reagiu preferencialmente na presenga

de CAL, Figura 41.
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Figura 40- Espectro de RMN'H do meio reacional de 12 e acetato de etila (CDCl; 200
MHz)
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Com base nos dados reportados anteriormente atribuiu-se a configuracdo R para
todas as demais amidas. Esta atribui¢do também esta de acordo com os dados relatados por
Baldessari e col. que relataram que a CAL reage preferencialmente com enantiomero R da
amina, ¢ assim obteve-se aminas S ¢ amidas R [179].

Neste trabalho, o desvio no plano da luz polarizada provocado pelas amidas 20, 22,
23 ¢ 24 foi para a direita (+), enquanto que as aminas desviram para a esquerda (-), estes

resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Kazlauskas e col.[101].

Tabela 21- Valores de porcentagem de conversao, eep e ees para as reacoes de aminolise

catalisada pela lipase de Candida antarctica.

Amidas Aminas ¢ (%)* eep’ (%)  Ees” (%) E*
n.d. 10
22 11 41 91 62 40
20 12 42 95 68 79
23 13 20 94 40 24
24 14 51 88 93 53
21 15 45 - — —

Condicdes experimentais: 2mmol de amina e 8 mmol de acetato de etila, 5 mL de éter etilico desidratado,
100 mg de CAL, 35°C et =48h.

a. Determinada por RMN'H;

b. Determinado por CGQ;

¢. Calculado conforme Equagdes descritas na 2 e 3 [pag. 6];

d. ndo detectada.

As sinteses quimicas freqiientemente usam proteases e lipases como catalisadores
enantio- e regiosseletivos. Para simplificar o uso destes catalisadores, os quimicos
desenvolveram regras, ou generalizagdes, sobre sua seletividade. Por exemplo, muitos
pesquisadores propuseram regras para predizer qual enantiomero de um élcool secundario

reage mais rapidamente em reagdes catalisadas por lipases [180].
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E 0, 2500 {
3
2 a) R-amida
2 ee =04 %
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0.15004 b) .
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0.1000 1
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Figura 41- Cromatograma parcial de (I-feniletil)acetamida (23) obtido em CGQ. a)
racemato; b) S-23 e c) R-23 (obtida via enzimatica). P H, = 75 KPa), T; = 250°C, Det. =
280°C, 90 °C 5°C/min 150°C (5 min) 3 °C/min 200°C.

Uma regra simples ¢ mostrada na Figura 42, observando somente os tamanhos
relativos dos substituintes, mas algumas também incluem polaridade ou restri¢cdes para os
tamanhos especificos dos substituintes. Estas regras t€ém ajudado os quimicos a usarem as
lipases como catalisadores, j& que sugerem que estas enzimas discriminam entre
enantidmeros principalmente pelos tamanhos dos substituintes. Por exemplo, as resolugdes
de alcoois secundarios onde ambos L e M tem tamanhos similares sdo pouco eficientes, e
modifica¢des quimicas que aumentem a diferenca no tamanho freqiientemente resultam em

enantiosseletividade aumentada. Smidt e col. sugeriram que uma regra similar pode
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também explicar a enantiopreferéncia de uma lipase entre os enantiomeros de aminas

primarias do tipo NH,CHRR; [180].

GH MH,

G G

Figura 42 — Regra empirica que prediz a enantiopreferéncia de lipases entre alcoois
secundarios e aminas do tipo NH,CHRRI. A lipase favorece o enantiomero com a forma
mostrada onde L ¢ o substituinte grande tal como o grupo fenila e M um substituinte

médio tal como o grupo metila [180].

A regra empirica que prediz a enantiopreferéncia de lipases entre alcoois
secundarios também pode ser aplicada para as aminas (R,S)-1-metileptilamina (11), (R,S)-
l-metilexilamina (12), (R,S)-1-feniletilamina (13) e (R,S)-1,2-dimetilpropilamina (14)
[180].

As amidas 20, 22, 23 e¢ 24 foram obtidas com bons excessos enantioméricos,
variando de 88 a 95 % e valores de E de 24 a 79. O comportamento mostrado pela CAL na
reacdo de aminodlise para as aminas do tipo NH,CHCH3R;, 11 a 14, pode ser devido as
mudancas conformacionais na regido de ligacao do grupo acila pela sua interagao com a
enzima. Embora as amidas tenham sido obtidas com diferentes excessos enantioméricos, a
seletividade da enzima nao foi alterada com o tamanho da cadeia alquilica da amina.

O substrato (R,S)-1-etilpentilamina (10) nao foi reativo nas condigdes
experimentais utilizadas para os demais. Em um outro experimento o tempo reacional foi
aumentado de 48 para 144 h e também ndo foi observada a formagdo do produto nestas

condigdes. Provavelmente a reacdo ¢ dificultada pela presenca do grupo etila ligado ao
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centro estereogénico, sendo uma evidéncia da interferéncia do tamanho do substituinte na
reatividade. Para as aminas que possuem um grupo metila ao invés do grupo etila, os
produtos foram obtidos bons excessos enantioméricos, os dados sdo mostrados na Tabela
21.

Para a (R,S)-2-etilexilamina (15) verificou-se que mesma ndo foi discriminada
enantiomericamente pela enzima obtendo-se assim a amida N-(2-etilexil)acetamida na
forma racémica. Acredita-se que o grupo metileno entre o centro quiral e o nucleofilico
esteja atuando como um espagador entre os mesmos, diferenciando das demais aminas
onde o centro nucleofilico esta ligado diretamente ao carbono quiral.

Nas aminas estudadas verificou-se que tanto o tamanho do substituinte M ¢ a
posicdo onde o nitrogénio esta ligado foram fatores importantes para alterar a reatividade e
enantiosseletividade da CAL.

A enantiosseletividade de CAL na reagdo de aminoélise de aminas racémicas tendo o
acetato de etila como doador acila foi mais significativa para as aminas (11 a 14)
fornecendo E = 24 a 79 com enantiopreferéncia para o enantiomero R. O doador acila
empregado deve ser estdvel o suficiente para prevenir uma reagdo espontanea com as
aminas a serem resolvidas via enzimatica.

A partir dos resultados obtidos nas reagdes de amindlise biocatalitica, postula-se
que os efeitos estéreos e a distdncia do nitrogénio do centro quiral sdo importantes na

discriminacao quiral de aminas racémicas pela CAL.
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5.6 Testes farmacologicos de compostos racémicos e enantiomericamente

puros

A Tabela 22 reporta os valores de Dlsy e inibicdo mdxima obtidos para todos
compostos avaliados no modelo de contor¢des abdominais em camundongos induzido pelo

acido acético.

Tabela 22 — Valores de DIsj e inibi¢do méxima dos compostos estudados.

Compostos M* DIs " (umol/Kg)
3 78,9 56,6 (81,7-125.,9)
4 85,6 <51,27
5 80,7 101,1 (55,7-142,2)
6 88,5 <8,95
16 93,3 50,2 (33,9-146.3)
27 inativo -
28 inativo -
29 84,4 <234
30 91,4 35,7 (39,4-116,7)
31 71,4 32,1(30,3-93,4)
32 85,2 <18.8
33 71,9 29,0 (50,9-123.8)
34 83,3 104,11 (86,7-137,0)
Aspirina - 133,1 (73,0-243,3)°
Acetaminofeno - 125,0 (104,0-250,0)°

a. IM = inibi¢do maxima;
b. DI;sy = dose de farmaco que reduzem a resposta antinociceptiva em 50 % em relagdo ao valor do
controle;

C¢. Dados de Malheiros e colaboradores [181].

Para melhor compreensdao dos resultados, dividiu-se a discussdo dos mesmos
avaliando primeiramente os compostos (3 a 6 € 27 a 29) e posteriormente 0s compostos

(16 € 30 a 34).
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5.6.1 Avaliacido da resposta antinociceptiva dos compostos de 3 a 6 e 27 a 29

Os compostos de 3, 4, 5, 6 ¢ 29 foram efetivos em inibir o processo doloroso
induzido por é4cido acético. O composto 6 inibiu a dor em 88 % na concentracdo de 89,57
umol/Kg , os demais compostos (3, 4 e 5) tiveram IM de 78,9, 85,6 % e 80,7 %.

A inibicdo do processo doloroso ocorreu de forma dose-dependente para os

compostos 4, 5, 6 ¢ 29, Figura 43 e 44.
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Figura 43 — Atividade antinociceptiva dos acidos 2-bromoalcandicos sobre o modelo de
contor¢des abdominais em camundongos induzidas pelo acido acético por via

intraperitoneal.

A DlIsp exibida pelo composto 6 foi aproximadamente 6 vezes menor que os
compostos 3 e 4, 11 vezes para o 5 e 2,7 vezes para o 29, demonstrando claramente a sua

poténcia. A atividade antinociceptiva do composto 6 também foi comparado a farmacos
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conhecidos, sendo 15 vezes mais potente do que a aspirina e 14 vezes mais potente do que

0 acetaminofeno, como mostra a Figura 45.
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Figura 44 — Atividade antinociceptiva do 4cido hexadecandico sobre o modelo de
contor¢cdes abdominais em camundongos induzidas pelo &4cido acético por via

intraperitoneal.
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Figura 45- Visualizacdo da atividade antinociceptiva dos compostos de 3, 4, 5, 6 ¢ 29 no
modelo de dor induzido pelo acido acético em camundongos comparados como a aspirina

e acetaminofeno.
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Os compostos 6 e 29 diferem em suas estruturas apenas no substituinte na posi¢ao
2, Br e H, respectivamente. A contribui¢do do bromo foi bem evidente ja que foi
observado um aumento na DIsy de < 8,95 umol/Kg para <23,4 umol/Kg. Ja a
derivatizacdo do composto 6 em ésteres metilico (27) e propilico (28) resultou na
inativagdo do efeito antinociceptivo. Provavelmente estes compostos sdo desfavordveis a
interagdo com o receptor ou outros alvos de acdo dos farmacos, tais como: enzima,

molécula transportadora e canal idnico.

5.6.2 Amidas derivadas do (R,S)-2-hidroxi(fenil)acetato de metila

Para entender o potencial das contribuicdes de um substituinte alquila ou grupo
funcional de varios perfis de atividades biologicas de um farmaco, ¢ necessario entender
os perfis de reatividade e fisico-quimico dos alcanos.

O tamanho do substituinte alquila nos compostos de 30 a 32 influenciou no
resultado da atividade antinociceptiva. Existe uma tendéncia da DIsy diminuir com o
aumento da cadeia, Figura 46. Mudando a cadeia alquilica de 4 atomos de carbono (DIsy =
35,7 umol/Kg) para 8 (DIsy = 32,1 umol/Kg) observou apenas uma pequena variagdo na
DIsp. Um efeito mais pronunciado foi observado mudando a cadeia alquilica para 12
atomos de carbono (DIsy = <18,8 umol/Kg). Acredita-se que a maior lipofilicidade do
composto 32 facilita sua passagem pelas membranas bioldgicas, as quais sdo compostas de
uma bicamada de fosfolipideo (com proteinas intercaladas, etc.).

Para avaliar a importancia da fungdo amida testou-se o composto de partida das
amidas (composto 16). Os valores de DIsy mostraram que todas as amidas derivadas deste
éster foram mais potentes. Este experimento mostrou que o grupo amida melhora a

resposta da atividade antinociceptiva.
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A DlIsy exibida pelo composto 32 corresponde aproximadamente 2 vezes mais
potente do que os compostos 30 e 31. O composto 32 foi cerca de 7 vezes mais potente do
que a aspirina e o acetaminofeno. As demais amidas foram 3,5 vezes mais potentes que

aspirina. Como observado, as amidas testadas apresentaram grande potencial analgésico,

Figura 47.
IM=9142 % IM =93,33 %
Dlgg = 35,7 (39,4-116, ) pmol’Kg Dlsp=50,19 (33,94-146,35) pmol/Kg
w 50 Hl Controle
- 1 Composto 30 w mm Controle
o oH 2 I Composto 16
2 E" OH
= - @’I‘CDNH(CHZ)GCHE, £ - OCHy
9 s - S . g
= —_ g
2 = =
-] (=4 T
£ . :
LI o 2
Contrale 3 5} 10 Cantrole G 10 30
Tratamento (my/Ky, i.p.) Tratamento (mgrKg, i.p.)
IM = 7137 %
y IM = 71,97 %%
= - I/K ;
DIsp= 32,1 (30,3-93 4jumol/Kg DIsg = 29,0 (50,9-123,8)umol/Kg
o B0 1 Nl Controle o GO -
!§ - T Compostn 31 2 N Controle
= OH - 1 Composta 33
E @ACDNH(CHQTCH;, g OH
30 A [ &) * CONH{CHZRCH:
-g . o 30 4 T ©)\ (CHZRCH3
e T _’|'1 'g "
£ @ T ”
=1 E
2 E ’_‘r_‘
=
Contrale ? 1 0 0 —ontrale B 10 30
Tratamento (mgiKg, i.p.) Tratamento (ma/Kg, ip)
— IM =53,28%
IM =85,25 % .
D5y = <18,8 pmol/Kg . DIsp = 104,1 (86,7-137,0)umol/Kg
- B,
B0 @ T mm Controle
& B Controle 2,
: 1 Composto 34
g»- [ Composta 32 5 3
2 OH § # o
s * COHH(CHZ)4CH3 o 1 @ACDHH(CHZ)TCH;,
ﬁ 30 T i 2 o
= T
. : ﬁ
£ . £ =
= ’—_'_—‘ =4
= 0 o -
Controle g 10 30 Contrale 10 14 il G0
Tratamento (mg/Kg, i.p.) Tratamento {m g/Kg, i.p.)

Figura 46 — Atividade antinociceptiva de 16 ¢ derivados amidas enantiomericamente puras
(33 ¢ 34) ¢ racémicas (30 a 32) sobre a dor induzida pelo acido acético por via

intraperitoneal.
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Figura 47- Visualizagao da atividade antinociceptiva dos compostos 30 a 34 no modelo de
contor¢des abdominais em camundongos induzidas pelo acido acético comparados com a

aspirina e o acetaminofeno.

O conhecimento da configuragdo absoluta da unidade estereogénica de uma
molécula bioativa, particularmente de um farmaco, ¢ indispensavel a completa
compreensdo dos fatores estruturais envolvidos e relacionados com a sua atividade [182].

O teste realizado com as amidas racémicas produziu um significante efeito
antinociceptivo no modelo de contor¢des abdominais em camundongos, induzidas pelo
acido acético. Como ¢ de conhecimento que devido a natureza protéica, os biorreceptores
sdo enantioespecificos, discriminando os enantidmeros, logo em misturas racémicas podem

compreender apenas um enantidmero bioativo [182]. Para verificar a eficacia e poténcia de
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cada enantidmero do composto 16 no modelo de dor induzida pelo 4cido acético, testou-se
os compostos 33 e 34, os quais correspondem aos isdmeros R e S, respectivamente.

Para analisar-se a poténcia de um farmaco é necessario comparar a sua eficiéncia
na mesma concentragcdo. Observou que o composto 33 (enantiomero R) produz inibi¢ao
das contor¢des na concentracdo de 10 mg/Kg, sendo que o composto 34 (enantidmero S)
apresentou inibi¢ao igual ao controle nesta mesma concentragdo, Figura 44. A DI;, exibida
pelo composto 33 corresponde praticamente a poténcia apresentada pelo 31, mas
aproximadamente 3,5 vezes maior que o 34. O composto 33 também foi mais potente do
que a aspirina (4,5 vezes) e acetaminofeno (4,3 vezes). Estes resultados sugerem que
ambos enantidmeros do composto 30 sdo responsaveis pela atividade antinociceptiva,
sendo o enantiomero R mais eficaz, Figura 47.

A importancia deste teste foi avaliar o potencial de cada enantidmero
separadamente, visto que um pode ndo apresentar nenhuma atividade relacionada ao
enantiomero bioativo, ou apresentar um perfil farmacologico distinto e/ou propriedades

toxicas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

A PSL imobilizada em filme de PEO forneceu uma excelente metodologia para a
producdo de (S)-(+)-acetiloxi(fenil)acetato de metila em escala laboratorial através da
reacdo de acetilagdo de hidroxi(fenil)acetato de metila. Além disso, o suporte aumentou a
reatividade de PSL, quando comparada com a forma livre e imobilizada em gel de agar. O
sistema também pode ser reutilizado por trés vezes sem perda significativa na reatividade e
enantiosseletividade da enzima.

A CRL imobilizada em PEO n3o mostrou melhora na reatividade e
enantiosseletividade na resolucao do acido 2-(4-clorofenoxi)propionico quando comparada
com a enzima livre. Entretanto, em ambos os sistemas foi possivel alcangar uma boa
enantiosseletividade.

O suporte pode influenciar na reatividade e enantiossletiviade da enzima e
dependendo da origem desta pode ser para melhor, inalterado ou para pior, conforme
relatado anteriormente.

As reacdes de amindlise de hidroxi(fenil)acetato de metila e 2-(4-
clorofenoxi)propionato de metila utilizando CAL ocorreram com  baixa
enantiosseletividade e com a PSL ndo foi verificada a formagao de produtos. Logo, a CAL
pode ser usada como alternativa para preparacao de amidas funcionalizadas, em condigdes
brandas.

A obtencdo dos acidos 2 e 3-alquilalcandicos oticamente puros nao foi alcancada
com sucesso usando CAL e PSL. O excesso enantiomérico maximo de 71 % foi obtido

para o acido 2-metilpentandico através da reagdo de esterificagdo catalisada por PSL
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imobilizada em PEO. Os acidos 2-bromoalcandicos também ndo foram obtidos com alta
pureza otica usando as enzimas CRL, PSL e CAL. Os melhores resultados foram obtidos
com os acidos 2-bromooctandico e 2-bromoexadecanoico usando PSL imobilizada em gel
de agar, evidenciando que os acidos de cadeia maiores sdo os melhores substratos para esta
enzima.

A enantiopreferéncia oposta mostrada por CAL e PSL nas resolugdes dos acidos
racémicos pode ser utilizada para obter ambos enantiomeros de um substrato, se condi¢des
Otimas de sintese forem obtidas em trabalhos futuros.

A resolucdo das aminas racémicas através da reagdo de amindlise catalisada por
CAL sucedeu com bons resultado para 1-metilheptilamina, 1-metiexilamina, 1-
feniletilamina, 1,2-dimetilpropilamina. Os valores de E variaram de 24 a 79, utilizando o
acetato de etila como doador acila. O efeito estéreo e o tamanho dos substituintes foram
fatores importantes na reatividade e enantiosseletividade de CAL, conforme evidenciado
para l-etilpentilamina e 2-etilexilamina.

Dentre os compostos testados no modelo das contor¢gdes abdominais em
camundongos induzidas pelo 4cido acético, somente 2-bromoexadecanoato de metila e
propila ndo foram eficientes, isto é, ndo inibiram os processos dolorosos causados pelo
acido acético. Os acidos (R,S)- 2-bromopenatndico, (R,S)- 2-bromoexanoico, (R,S)- 2-
bromopentandcio, (R,S)-  2-bromooctanodico, (R,S)-  2-bromoexadecandico e
hexadecanoico; (R,S)- hidroxi(fenil)acetato de metila, (R,S)- N-butil-2-hidroxi-2-
fenilacetamida, (R,S)- N-octil-2-hidroxi-2-fenilacetamida, (R,S)- N-dodecil-2-hidroxi-2-
fenilacetamida, (R)- N-octil-2-hidroxi-2-fenilacetamida e (S)- N-octil-2-hidroxi-2-
fenilacetamida foram todos mais potentes que a aspirina ¢ o acetaminofeno, sendo que o

(R,S)- 2-bromoexadecandico foi o mais potente de todos.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no modelo de contor¢des abdominais em camundongos
induzidas pelo acido acético por via i.p., com os acidos 2-bromoalcandicos € com as
amidas sdo promissores do ponto de vista farmacologico, sendo a continuacao deste
trabalho importante para determinar o mecanismo de acao destes compostos.

Novos estudos para a resolu¢ao do acido 2-bromoexadecandico empregando as
enzimas PSL e CAL e utilizando RMN 'H com seletores quirais como método analitico
para determinar o excesso enantiomérico do acido possibilitara obter tanto o enantiomero
R e S do 4cido 2-bromoexadecandico ja que CAL e PSL apresentaram enantiopreferéncia
oposta. De posse dos enantiomeros R e S do acido 2-bromoexadecandico, os mesmos
poderao ser utilizados em testes farmacologicos e comparados com os resultados ja obtidos
para a forma racémica do acido. Vale salientar que este acido apresentou excelente efeito
antinociceptivo no modelo de contor¢des abdominais em camundongos induzidas pelo

acido acético por via intraperitoneal.
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