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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidas metodologias para a
preparagdo regiosseletiva de derivados acilados da D-ribono-1,4-lactona
38 empregando enzimas e micélios. Os produtos foram identificados e
quantificados por RMN-'H, UV-Vis ou titulagio volumétrica com
solugd@o aquosa de KOH, dependendo do doador de grupo acila.

As lipases de Candida antarctica (CAL-B), de Burkholderia
cepacia (LPS, LPS-C e LPS-D), de Candida rugosa (LCR), de
Thermomyces lanuginosus (TL-IM), de Pseudomonas fluorescens (AK),
de Rhizopus oryzae (F-AP15), de Aspergillus niger (LAN), de
Rhizomucor miehei (RM-IM) e de Rhizopus oligosporus (LRO), além da
protease de Aspergillus oryzae e dos micélios UEA 53 ¢ UEA 115,
foram avaliadas com relacdo a atividade e seletividade na acilagdo da
lactona 38 com acetato de vinila e acido dodecanodico. Empregando o
micélio UEA 115 na reagdo de acetilagdo de 38 com acetato de vinila, o
derivado 54 foi obtido com 41% de conversdo em 72 h. Utilizando as
lipases LPS-C, LPS-D, AK e TL-IM os derivados 3-O-acetil-D-
ribonolactona 58, 2,5-O-diacetil-D-ribonolactona 59, 3,5-O-diacetil-D-
ribonolactona 60 e 2,3,5-O-triacetil-D-ribonolactona 61 foram
identificados, em pequenas quantidades (5-23%), além do produto
majoritario 54.

Os melhores resultados foram obtidos com a CAL-B, obtendo-
se os respectivos derivados monoacilados 5-O-acetil-D-ribonolactona 54
e 5-O-dodecanoil-D-ribonolactona 55 com boas conversdes (64-99%) e
excelente regiosseletividade. Estes compostos foram também isolados e
caracterizados utilizando analises espectroscopicas de IV, RMN-'H e
13C, além de anélise elementar.

Nas reacdes de acetilagdo da lactona 38 catalisada pela CAL-B,
foram avaliados os efeitos do solvente organico (acetonitrila, acetona,
THF, dioxano e DMF), da quantidade de biocatalisador (0-500 mg), da
quantidade (1,5 ¢ 100 mmol) e tipo de doador de grupo acetila (acetatos
de etila, vinila e de isopropenila, acido acético e anidrido acético) e do
uso simultaneo de duas lipases no meio reacional.

Foi obtida uma série de derivados 5-acil-D-ribonolactonas nas
reagdes de acilagdo de 38 com acidos carboxilicos de cadeias alquilicas
lineares catalisada pela CAL-B, e as conversdes variaram de 0,5 a 67%.
Ja os derivados 5-O-acetoacetil-D-ribonolactona 62 e 5-O-oleil-D-
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ribonolactona 71 foram obtidos com conversdes de 50 e 70%,
respectivamente, usando acetoacetato de etila e acido oléico.

A CAL-B foi reutilizada em cinco ciclos consecutivos em
reagoes de acilagdo da lactona 38 com acetato de vinila, acido decandico
e acido dodecandico. Ao usar acetato de vinila, a convers@o ao produto
54 diminuiu apds cada ciclo alcancando 15% depois do quinto re-uso.
Contudo, ao utilizar os acidos decandico e dodecanodico, observou-se
manutencdo da atividade catalitica depois de cada ciclo, e os produtos
56 e 55 foram obtidos com conversdes de 57-39% e 64-53%,
respectivamente.

A reacdo de etandlise do derivado triacetilado 61 com a CAL-B
levou ao produto majoritario 2,3-O-diacetil-D-ribono-1,4-lactona (63).
Este composto foi isolado com rendimento de 60% apds 6 h de reag@o, e
caracterizado por RMN-'H e "°C.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o uso de
biocatalisadores ¢ wuma metodologia simples e ambientalmente
sustentavel para a preparagdo regiosseletiva de derivados acilados da D-
ribonolactona. Diferente dos processos que envolvem varias etapas
quimicas, a acilagdo enzimatica formou, na maioria dos casos, apenas o
derivado 5-acilado sob condi¢oes suaves
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ABSTRACT

In this study, enzymatic methodologies for the regioselective
acylation of D-ribono-1,4-lactone (38) were developed. The products
were identified by 'H NMR, UV-Vis and quantified or volumetric
titration using KOH aqueous solution, depending on the type of acyl
donor employed.

Lipases from Candida antarctica (CAL-B), Burkholderia
cepacia (LPS, LPS-C and LPS-D), Candida rugosa (LCR),
Thermomyces lanuginosus (TL-IM), Pseudomonas fluorescens (AK),
Rhizopus oryzae (F-AP15), Aspergillus niger (LAN), Rhizomucor
miehei (RM-IM) and Rhizopus oligosporus (LRO), as well as the
protease from Aspergillus oryzae and the mycelia UEA 53 and
UEA 115, were evaluated as catalysts in the regioselective acylation of
lactone 38 with vinyl acetate and dodecanoic acid. The acetylation
reaction of 38 with vinyl acetate using the mycelium UEA 115
furnished the derivative 54 was 41% conversion after 72 h reaction. On
the other hand, the use of lipases LPS-C, LPS-D, AK and TL-IM gave
rise to 3-O-acetyl-D-ribonolactone (58), 2,5-O-diacetyl-D-ribonolactone
(89), 3,5-O-diacetyl-D-ribonolactone (60) and 2,3,5-O-triacetyl-D-
ribonolactone (61) which were identified in small amounts (5-23%)
together with the major product 54.

The best results were achieved using CAL-B as the catalyst to
give the corresponding 5-O-acetyl-D-ribonolactone (54) and 5-O-
dodecanoil-D-ribonolactone (55) in good conversion degrees (64-99%).
These monoacylated compounds were isolated and characterized by IR,
'H and °C NMR, and elemental analysis.

The effect of organic solvent (acetonitrile, acetone, THF,
dioxane and DMF), amount of biocatalyst (0-500 mg), type (ethyl, vinyl
and isopropenyl acetates, acetic acid and acetic anhydride ) and amount
(1.5 and 100 mmol) of the acetyl donor, besides the simultaneous use of
two lipases in the reaction media, were evaluated in the acetylation
reaction of lactone 38 catalyzed by CAL-B.

A series of 5-acyl-D-ribonolactones were obtained in the CAL-
B catalyzed acylation of 38 with carboxylic acids containing linear alkyl
chains, with conversion degrees of 0.5-67%. 5-O-Acetoacetyl-D-
ribonolactone 62 and 5-O-oleil-D-ribonolactone 71 were obtained from
ethyl acetoacetate and oleic acid in conversion degrees of 50% and 70%,
respectively.
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CAL-B was employed in the acylation of 38 with vinyl
acetate, decanoic acid and dodecanoic acid in five subsequent cycles.
The use of vinyl acetate as the acylating agent led to a decreased
conversion to 54 after each reutilization, reaching a value of 15% in the
fifth cycle. However, the use of decanoic and dodocanoic acid led to the
maintenance of the catalytic activity after each cycle, with the
conversion degrees to monoacylated derivatives 56 and 55 in the range
of 57-39% and 64-53%, respectively.

In the ethanolysis reaction of triacetylated derivative 61
catalyzed by CAL-B, the main product was 2,3-O-diacetyl-D-
ribonolactone 63, which was isolated in 60% yield after 6 h of reaction
and was characterized by 'H and *C NMR.

In summary, the results presented in this work highlighted that
the use of biocatalysts in simple and environmentally benign
methodologies for the regioselective preparation of acyated D-
ribonolactones. In contrast to multistep chemical processes, the
enzymatic acylation furnished, in most cases, only the S5-acylated
derivative under mild conditions.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — Consideracdes gerais

A acdo humana desde os tempos mais remotos, sobretudo nos
ultimos séculos, associada ao desenvolvimento tecnoldgico e ao
crescimento populacional, tem gerado retrospectos ambientais
preocupantes. Muitos processos quimicos tém contribuido enormemente
para a proliferagio destes impactos negativos.'

Contrastando com seus efeitos deletérios, a quimica tem
também uma grande participacdo nos dias atuais, gerando inumeros
produtos fundamentais a humanidade, desde os diversos combustiveis
até os medicamentos mais complexos.”

Desta forma, surge no ambito cientifico/tecnologico um grande
dilema. Como continuar com o desenvolvimento e diminuir os danos
causados ao meio ambiente? A sociedade cientifica atual necessita
repensar suas metodologias e suas praticas. Neste contexto, ascende um
novo tipo de pensamento cientifico, a quimica verde ou quimica
sustentavel, que visa responder a esta necessidade de uma conduta
cientifica mais preocupada com os efeitos danosos ao planeta.

A pratica quimica guiada pela preocupagdo com a qualidade de
vida e o meio ambiente pode ser resumida em doze principios basicos,
tais como a diminuicdo do uso de reagentes e auxiliares, economia
atomica, necessidade de reagdes rapidas (catalise), e a sintese de
compostos atoxicos.'”

A biocatalise corresponde a grande parte dos requisitos da
quimica verde, sendo por esta razdo enormemente explorada como uma
extensdo as rotas classicas de sintese, com redugdes significativas nos
impactos ambientais. Por exemplo, a alta quimio-, regio- ¢
estereosseletividade das reagdes biocatalisadas pode simplificar os
processos industriais, aumentando o rendimento e diminuindo a geragdo
de subprodutos.'

Pesquisas recentes associam a biocatalise a outras tecnologias
emergentes ndo menos sustentaveis, como o uso dos liquidos i0nicos,
fluidos supercriticos5 e micro—ondas,6 buscando melhores rendimentos,
facilidade na separacdo dos produtos, aumento da seletividade e
diminuicdo dos efeitos poluentes, condi¢des sine quibus non das praticas
quimicas ecologicamente corretas.



Os carboidratos sdo percursores de varios compostos com as
mais diversas aplica¢des, principalmente na area médica e farmacéutica.
A preparacdo de derivados destes compostos de maneira
quimiosseletiva, ou seja, a partir da funcionalizagdo seletiva de um
grupo hidroxila quando ha outras de reatividade similar na mesma
molécula, constitui um processo relevante no campo da sintese orgénica.
Neste aspecto, a biocatalise surge como um método alternativo aos
convencionais, que utilizam etapas multiplas de prote¢ao/desprotecao.
Estas, na maioria das vezes, remetem a outras de separacdo e
purificagdo, ocasionando baixos rendimentos e producdo excessiva de
residuos quimicos, uso de condigdes extremas de pH e temperatura, e
alto custo devido a necessidade de reagentes mais elaborados.

A utilizacdo de enzimas, especialmente das lipases, ¢ uma
excelente metodologia para a funcionalizagdo com alto grau de
seletividade em unica etapa, além de oferecer condi¢des experimentais
mais simples e brandas.

Neste trabalho buscou-se o desenvolvimento de metodologias
biocataliticas seletivas, simples, pouco agressivas ao meio ambiente e
economicamente viaveis para a sintese de derivados do carboidrato D-
ribono-1,4-lactona.

1.2 — Enzimas

Enzimas sdo, em geral, proteinas com atividade catalitica.'
Proteinas sdo estruturas macromoleculares constituidas por cadeias
poliméricas de aminoacidos unidos através de ligagdes peptidicas. Os
aminoacidos sdo moléculas organicas que contém ligados a um atomo
de carbono (Ca), geralmente assimétrico, os grupamentos acido
(COOH) e amino (NH;), um atomo de hidrogénio (H) e uma cadeia
lateral (R) que determina o tipo de aminoacido. A reagdo bioquimica
essencial dos aminoacidos constitui-se na sua conversdo em peptideos,
polipeptideos e proteinas.”'

A porcentagem de aminoacidos essenciais presentes nas
diferentes enzimas ndo varia significativamente, porém o que varia é a
seqiiéncia na qual estes aminodcidos estdo distribuidos ao longo da

" Um pequeno grupo de moléculas de RNA também possui propriedades
cataliticas.



cadeia peptidica. A seqiiéncia exata de aminoacidos que caracteriza cada
tipo especifico de enzima denomina-se estrutura primaria. A
conformagdo tridimensional dessa seqiiéncia ¢ chamada de estrutura
secundaria, e a disposicdo espacial ¢ denominada de estrutura terciaria.
A estrutura quaterndria constitui-se na interagdo entre duas ou mais
subunidades polipeptidicas (Figura 1).8
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Figura 1 — Representacdes graficas das estruturas (A) primaria e (B) secundaria
de uma seqiiéncia de sete aminoacidos; (C) terciaria e (D) quaternaria da
insulina humana.’

Linus Pauling e Robert Corey propuseram, através de uma série
de estudos de difracdo de raios-X, que as estruturas secundarias das
enzimas podem ocorrer de duas formas periddicas denominadas de o-
hélices e P-pregucadas. Ambas as estruturas, bem definidas, s@o
formadas através de ligagdes de hidrogénio entre os grupos C=0 ¢ NH
de diferentes residuos de aminoacidos. As proteinas globulares possuem
50% de seu arcabouco formado por estas duas estruturas (a-hélice e -
pregueada), e as demais partes sdo formas irregulares e menos definidas
que fazem a ligagdo entre elas, como por exemplo, os loopings.®

As estruturas terciarias das enzimas se estabelecem a partir dos
varios tipos de interagdes que ocorrem de forma simultanea ao longo da
cadeia protéica, e que conseqlientemente determinam as propriedades
funcionais das proteinas. As interagdes podem ser de diferentes tipos,
como as ligagdes covalentes, eletrostaticas ou de hidrogénio; forcas de
van der Waals e por efeitos hidrofobicos.™



As enzimas catalisam todas as reacdes que ocorrem nas células
vivas. As velocidades das reagdes por elas catalisadas sdo maiores, por
fatores de até 10* vezes do que as correspondentes ndo catalisadas.'
Para organismos vivos, aumentos de velocidade desta ordem de
grandeza sdo importantes, pois permitem a ocorréncia de reagdes a
velocidades razoaveis, mesmo nas condi¢des normais que existem nas
células vivas, tais como pH aproximadamente neutro e temperatura
proxima a 35 °C. A orotidina-5'-fosfatodescarboxilase (OMP
decarboxilase), por exemplo, diminui de 78 milhdes de anos para 25
milissegundos o tempo da reacdo de descarboxilagdo do acido 1-
meglorético (1) para formar o 1-metiluracil (2) e gas carbonico (Figura
2).
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Figura 2 — Reacdo de descarboxilacdo do acido 1-metilorético (1) catalisada
pela enzima OMP decarboxilase. 1

Assim como os demais catalisadores, estas macromoléculas
altamente funcionalizadas diminuem a barreira energética entre
reagentes e produtos, sdo regenerados ao final da reacdo e ndo alteram o
equilibrio quimico das reagdes que catalisam. Entretanto, estes
biocatalisadores possuem um alto grau de especificidade diante dos
respectivos substratos, o que faz com que raramente formem produtos
laterais ou secundarios. ”*

As enzimas apresentam pequenas regides na sua molécula nas
quais estdo presentes os residuos diretamente envolvidos com a reagdo a
qual catalisam, e outros residuos que atuam na ligagdo especifica dos
substratos. Estas regides denominadas de sitios ativos ocupam uma parte
relativamente pequena do volume total da enzima, pertencem a partes
distintas, mas tridimensionalmente proximas da seqiiéncia linear de
aminodacidos, e correspondem geralmente a uma fenda ou cavidade
existente na estrutura da molécula.”™®



A Figura 3 mostra a representagdo da superficie eletrostatica da
lipase de Candida rugosa (CRL) ligada ao seu inibidor hexilfosfonato
de R-mentila, que esta inserido no tunel que fornece o acesso aos
residuos do sitio ativo da lipase."*

Figura 3 — Superficie eletrostatica (potencial negativo em vermelho e positivo
em azul) da lipase de Candida rugosa (CRL) ligada ao seu inibidor
hexilfosfonato de R-mentila (em amarelo).14

Devido a geometria do sitio ativo, que € constituido por residuos
de L-aminoacidos, as enzimas sdo catalisadores altamente seletivos
podendo apresentar quimio-, regio-, ou enantiosseletividade.®

A seletividade das enzimas é a propriedade essencial para sua
escolha como catalisador em sintese organica, além do fato ja
mencionado de que seu uso corresponde com grande parte dos requisitos
da quimica sustentavel. Esta propriedade estd mais explorada no item
1.5 que discute a seletividade das lipases, em especial com relagdo a
regiosseletividade que ¢ o foco principal deste trabalho.

Apos esta breve introducdo envolvendo a defini¢do e algumas
propriedades gerais das enzimas, no proximo item sera descrita a sua
classificac@o, de acordo com as convengdes dos orgdos especializados.

1.3 — Classificacao das enzimas

Muitas enzimas sdo nomeadas pela adigdo do sufixo “ase” ao
nome do substrato ou da reacdo que estd sendo catalisada. Por exemplo,
a urease catalisa a hidrolise da uréia, ¢ a DNA polimerase a
polimerizagdo de nucleotideos para formar o DNA. Para outras enzimas,
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como a pepsina e a tripsina, os seus nomes ndo t€m relagdo com os
substratos ou reagdes que catalisam.”"”

O Nomenclature Committee o]f the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology” (NC-IUBMB) classifica as
enzimas em seis classes, com suas subclasses, de acordo com o tipo de

reagdes que catalisam (Tabela 1).7’8

Tabela 1 - Classificagdo das enzimas segundo o NC-IUBMB."*!¢

Classes Tipos de reacdes catalisadas; exemplos
EC 1. Oxidoredutases transferéncia de elétrons (ions hibridos ou
atomos de H); lactato desidrogenase
EC 2. Transferases reacdes que envolvem transferéncia de
pequenos grupos (CO, CN); nucleosideo
monofosfato quinase

EC 3. Hidrolases reagOes de hidrolise de ésteres e de amidas, e
transesterificagdo; quimiotripsina
EC 4. Liases adigdo de grupos a ligagdes duplas, ou

formacao de ligagdes duplas por remocao de
grupos; fumarase

EC 5. Isomerases transferéncia de grupos dentro das moléculas,
produzindo formas isoméricas; triose fosfato
isomerase

EC 6. Ligases formacdo de ligacdes C-O, C-S, C-N e C-C

por reagdes de condensagdo acoplada a
clivagem de ATP; aminoacil-tRNA sintetase

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
e a [UBMB criaram a Joint Commission on Biochemical Nomenclature
(JCBN), que juntamente com a NC-IUBBM, visam facilitar a
comunicagdo de informacgoes, incentivando a padronizagdo de
terminologias.'®
A nomenclatura sugerida pelas comissdes classifica esses
biocatalisadores com um codigo iniciado por EC (Enzyme Commission)
seguido por quatro numeros referentes aos tipos especificos de reagdes
de cada enzima. Desta forma, a anidrase carbdnica denomina-se de EC
4.2.1.1, onde o primeiro digito, 4, representa a classe (liase), o segundo
digito, 2, a subclasse carbono/oxigénio liase, o terceiro digito, /, a sub-
subclasse hidro-liase, e o quarto digito, /, designa uma carbonato
6



dehidratase. Esta metaloenzima de zinco tem como principal fungdo a
hidrata¢do do didxido de carbono, seu substrato natural, e a desidratagao
do acido carbonico.

A Figura 4 mostra a representacdo esquematica do sitio ativo
da anidrase carbonica humana.'®

Figura 4 — Representagdo esquematica do sitio ativo da anidrase carbonica

humana (EC 4.2.1.1), codico pdb 1CA2. (em rosa sdo os residuos de histidinas;

em cinza e esférico o co-fator zinco; ¢ em vermelho e branco os dtomos de
L . . . - 17

oxigénio e hidrogénio, respectivamente, do grupo "‘OH).

No Protein Data Bank (PDB), encontram-se catalogados cerca
de 70.000 tipos de macromoléculas (proteinas, acidos nucléicos,
complexos proteina/acido nucléico e outros). Nesta colecdo varias
enzimas tém sua seqiiéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional
determinadas através de cristalografia de raios X, microscopia eletronica
e de ressonancia magnética nuclear (RMN).16

As enzimas hidroliticas (lipases, proteases, amilases ¢
celulases) sdo as mais freqiientemente usadas em sintese organica, ¢
devido as suas propriedades e vantagens na utilizagdo, a familia das
lipases tem sido amplamente investigada.'” Devido a sua importancia no
contexto cientifico, principalmente em sintese organica e na obtencdo de
novas metodologias, e ao fato de ser a subclasse de enzimas empregadas
neste trabalho, o item 5 sera dedicado ao estudo mais minucioso destes
biocatalisadores bem como de algumas de suas propriedades e
aplicagdes.



As propriedades das enzimas, que as tornam moléculas
altamente especializadas, assim como a diversidade de reagdes que
catalisam nos organismos vivos, fazem com que sejam atrativas para os
quimicos em geral, que constantemente aperfeicoam os processos para
utiliza-las em reac¢des de seu interesse. No proximo item serdo elencadas
as vantagens de utilizar estes biocatalisadores em meios denominados
ndo convencionais (ou nd0-aquosos).

1.4 — Enzimas em meios nio convencionais

Os estudos envolvendo enzimas como catalisadores de reagdes
em laboratorio sdo desenvolvidos tradicionalmente em meio aquoso,
devido ao fato deste ser o meio natural para atuacdo destas
macromoléculas. Entretanto, o uso apenas de agua como solvente
restringe o nimero de aplicagdes e processos biocatalisados, sobretudo
quando se trata do emprego de substratos hidrofébicos, ou de reagdes
em que a agua pode deslocar o equilibrio atuando como reagente. Para
minimizar esta restri¢do imposta as reagdes biocatalisadas, nos tltimos
anos houve o desenvolvimento de processos denominados de meios ndo-
convencionais (solventes organicos, fluidos supercriticos, fases gasosas
ou soélidas e liquidos 10nicos), os quais sdo caracterizados pela reduzida
quantidade de agua disponivel.8

Destacam-se algumas vantagens do uso de biocatalisadores em
solventes organicos:

- solubilizacdo de substratos e/ou produtos hidrofobicos;

- diminuic¢do dos possiveis efeitos inibitorios e/ou toxicos pelos
substratos e/ou produtos;

- favorecimento de reagdes de sintese com relagdo as
correspondentes hidrolises em processos nos quais ha reagdes em
equilibrio;

- diminui¢do do numero de reagdes secundarias, melhorando a
seletividade;

- simplificacdo dos processos de recuperacdo tanto da enzima
como dos substratos e/ou produtos devido a ndo solubilizacdo da enzima
e/ou o baixo ponto de ebulicdo de alguns solventes organicos;

- aumento da estabilidade térmica;

- controle da estereoespecificidade das enzimas.



Muitas enzimas sdo cataliticamente ativas em ambientes
hidrofébicos, com eficiéncia similar aquela encontrada em solugéo
aquosa. Porém, em geral estes catalisadores estdo sujeitos a inativagdo
em meio organico por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos. Visando
protegé-los das interagdes com o solvente, recentemente técnicas de
imobilizagdo t€m sido desenvolvidas. 817

1.4.1 — Imobilizacao de enzimas

A imobilizagdo de enzimas e microorganismos ¢ uma das areas
importantes da biotecnologia, e varios métodos vém sendo
desenvolvidos com este fim, tais como a adsor¢do em materiais
insoltiveis, confinamento em géis poliméricos, encapsulamento em
membranas, ligagdes cruzadas com o auxilio de reagentes bi- ou
multifuncionais, e ligagdes em suportes insoluveis.' "’

Para muitas enzimas, a imobilizagdo confere uma estabilidade
adicional frente a varias formas de desnaturacdo, além de fornecer uma
maneira facil de recupera-las e reutiliza-las, sem perda consideravel da
atividade.”"*

A Figura 5 ilustra as principais técnicas de imobilizagdo
descritas na literatura com os respectivos exemplos de materiais
utilizados como suportes.
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Figura 5 — Representagdes dos principais métodos de imobilizagdo de enzimas.
(adaptada da ref. 18)

Trabalhos mais recentes tém sido reportados tratando de
imobilizagdo de vérias classes de enzimas, nos mais diversos suportes,
como microesferas de poliestireno™, organogéis®®, nanoparticulas®™ e
mesoporoszé’27 de silica, nanoparticulas de quitosanazg, € nanoesponjas
de ciclodextrina.”

Vikartovska’’ et al. encapsularam a glicose oxidase (GOD) em
capsulas de alginato de sodio/sulfato de celulose/poli(metileno-co-
guanidina), que é um polieletrdlito. A GOD imobilizada apresentou alta
termoestabilidade e uma ampla faixa de pH 6timo, tornando-se estavel
com relagdo a estocagem em comparagdo com a enzima livre. A GOD
encapsulada pode ser utilizada por 45 ciclos de biooxidagdo, retendo
92% de sua atividade.
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Torabi’' er al. realizaram a co-imobilizacdo da colesterol
oxidase (COD) e peroxidase de rabanete (POD) em superficie de perlite
(um tipo de vidro vulcanico) usando 3-aminopropiltrietoxisilano (3-
APTS) ligado covalentemente com glutaraldeido. As atividades
enzimaticas foram determinadas por técnicas espectrofotométricas. A
COD e a POD tiveram seus pHs oOtimos diminuidos em relagdo as
enzimas livres, evidenciando uma maior estabilidade em condi¢des
acidas apo6s imobilizacdo. Estudos de aquecimento visando a inativagao
das enzimas mostraram o aumento da termoestabilidade da COD
imobilizada por mais de dois ciclos, mas a POD imobilizada foi menos
termoestavel do que na sua forma livre. A constante de Michaelis-
Menten (Ky;) das enzimas imobilizadas foi um pouco menor do que as
determinadas para as livres. Os biocatalisadores imobilizados foram
reutilizados por 20 ciclos consecutivos, retendo 65% da atividade
inicial.

O caseinato de sodio (CS) ¢ um sal derivado da caseina, que ¢ a
principal proteina existente no leite de vaca, cuja constituigdo ¢ de
aproximadamente 3,5% de proteinas, das quais 2,9% sdo caseinas e
0,6% sdo proteinas do soro. A caseina ¢ definida como a proteina que
precipita quando o leite desnatado ¢ acidificado a pH 4,6, a 20 °C.*>**

Este biopolimero forma filmes insoliveis em varios solventes
organicos e vem sendo utilizado pelo grupo de pesquisa do Laboratorio
de Biocatalise da UFSC para imobilizar enzimas e células inteiras, com
aplicagdo em sintese de ésteres e reducdo de compostos carbonilicos,
respectivamente. Este suporte constitui um exemplo de imobiliza¢do em
matriz polimérica, que se caracteriza pelo confinamento do
biocatalisador em um polimero insoluvel em meio organico ou em uma
microcapsula.”’

O proximo item se refere a definigdo, propriedades e vantagens
do uso das lipases em metodologias de sintese organica, culminando na
propriedade explorada neste trabalho, a regiosseletividade.
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1.5 — Lipases e aplicacdes

As lipases verdadeiras (triacilglicerol acil-hidrolases EC
3.1.1.3) sdo hidrolases que em seu ambiente natural catalisam a hidrolise
total ou parcial de triacilgligerol (TAG) formando diacilglicerol (DAG),
monoacilglicerol (MAG), glicerol (G) e acidos graxos livres. Essas
enzimas apresentam uma capacidade Unica de agir apenas na interface
oleo/dgua. Essa definicdo exclui as enzimas que atuam em ¢ésteres
soliveis em agua (esterases) ou que hidrolisam outros lipideos (acil-
hidrolases, colesterolesterases, tioesterases e outras).l&w’34

As lipases encontram-se largamente distribuidas na natureza em
animais, vegetais e microorganismos (fungos e bactérias). Sdo, em sua
maioria, extracelulares, favorecendo a sua extracdo, isolamento e
purificagdo.'®

As lipases apresentam massa molar entre 40-50 KDa com cerca
de 300 residuos de aminoécidos. Sao glicoproteinas, nas quais a parte
glicosilada circunda o sitio ativo, sendo este formado pela triade
catalitica Ser-His-Asp/Glu, estando freqiientemente protegido por uma
“tampa” hidrofobica que sofre uma mudanga conformacional ao
interagir com interface lipideo/agua.'*

A Figura 6 mostra a estrutura cristalina da lipase B de Candida
antarctica (CAL-B) complexada com o ligante N—acetil-glucosamina.l(’

(A (B)
Figura 6 — Representagdo da estrutura cristalina da CAL-B complexada ao
substrato N-acetil-glucosamina (A), e ampliagdo do seu sitio ativo (B).16
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Como vantagens na utilizagdo de lipases pode-se citar o seu
baixo custo, sua versatilidade catalitica, o fato de ndo requererem
cofatores, de atuarem em faixas de pH bastante amglas, e sobretudo de
serem quimio-, °**” estéreo-""*' e regiosseletivas.*

Como exemplo de reacdo quimiosseletiva catalisada por esta
classe de enzimas cita-se o trabalho de Hedfors®’ et al. que investigaram
a quimiosseletividade das lipases de Candida antarctica B (CAL-B) e
de Rhizomucor miehei (RML) na transacilagdo do octanoato de etila (3)
em ciclo-hexano, empregando hexanol e hexanotiol como receptores
acila. A reagdo catalisada por RML foi 10 vezes mais rapida em hexanol
do que em hexanotiol. Empregando a CAL-B, esta razdo aumentou e o
octanoato de hexila (4) foi obtido 730 vezes mais rapido do que o
octanoato de tioexila (5) (Figura 7).

(e} (0] (@]
RML ou CAL-B P
C/Hism OCoHsg ———————— CyHis~ OCgHi3 OUC7His™  "SCgHys
3 CeH150H 4 5
ou
CgH13SH

Figura 7 — Transacilagdo quimiosseletiva do octanoato de etila (3) catalisada
por lipases.

A estereosseletividade oriunda da catalise por lipases explica o
seu enorme potencial em processos quimicos como catalisadores em
varios ramos da indistria e da medicina. Reddipalli*' et al. realizaram a
sintese quimio-enzimatica dos enantiomeros R e S da rugulactona, um
potencial quimioterdpico. Na primeira etapa ocorre hidrdlise do butirato
de 1-(ferc-butildimetilsililoxi)hex-5-en-3-ila (6) catalisada pela lipase.
Dentre as varias lipases utilizadas, os melhores resultados foram obtidos
empregando a de Candida rugosa (LCR), cuja resolugdo levou a
obtengdo dos produtos S-alcool (7) e R-éster (6a) 3-hidroxi-protegidos
com alta enantiosseletividade (E = 244) e pureza enantiomérica (ee, 98-
99%). Os dois enantiomeros foram utilizados na sintese dos produtos
naturais R-rugulactona (8a) e S-rugulactona (8b) (Figura 8).
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7 (51-26%)

Figura 8 — Sintese quimio-enzimatica do produto natural R-rugulactona (8a) e
S-rugulactona (8b).41

Conforme descrito, nos ultimos anos tém sido realizados varios
estudos visando a utilizagdo de lipases em meio organico, visto que
muitos dos substratos empregados em sintese sdo insoluveis em agua.
Liquidos ionicos e fluidos supercriticos também constituem alternativas
emergentes devido as suas caracteristicas menos agressivas ao meio
ambiente, e facilidade de separacdo dos substratos, além de proverem a
estas enzimas uma maior estabilidade e, em muitos casos, maiores
atividade e seletividade.***

Alguns trabalhos recentes propdem que as lipases também
catalisam reagOes aldolicas e de adicdo de Michael.”>° Estas adi¢Oes
ocorrem quando sistemas o,p-insaturados sdo empregados como
eletrofilos e aminas como nucledfilos. Algumas evidéncias do
mecanismo desta atividade (promiscuidade enzimatica) da CAL-B
mostram que a cavidade oxianion (Thr40 e GInl106) do sitio ativo
estabiliza a carga negativa do estado de transi¢cdo, enquanto o par
His224-Asp187 facilita a transferéncia de protons durante a catalise
(Figura 9).”’
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Cavidade oxianion CH3; O

T (1) ;Thr 40

o. [/ N
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R

T

zZ /\\Z
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Q, /

o T ~ His 224

187 Asp™

Figura 9 — Mecanismo hipotético da adicdo de Michael catalisada pela CAL-B
(adaptado da ref. 55), destacando as espécies genéricas: composto carbonilico

o, B-insaturado (eletrofilo, em azul) e amina primaria ou secundaria (nucleéfilo,
54
em vermelho).

Na literatura estd descrita uma proposta para o mecanismo de
hidrolise de ésteres catalisada por lipases. A seqii€ncia de etapas deste
mecanismo é enumerada a seguir:

1 - ligagdo do substrato éster e ataque nucleofilico do oxigénio
da serina;

2 - formacgdo do primeiro intermediario tetraédrico por ataque
nucleofilico da serina catalitica, com oxi&nion estabilizado por duas ou
trés ligagdes de hidrogénio, a chamada “cavidade oxianion”;

3 - quebra da ligagdo éster com saida da porgdo
alcodlica, e formagdo do intermediario acil-enzima;

4 - hidrolise do intermediario acil-enzima;

5 - formag@o do segundo intermediario tetraédrico;

6 - formagao do produto e regeneragdo do sitio ativo.

15



A Figura 10 mostra uma representagdo do mecanismo de
hidrélise de um éster genérico catalisada por lipase, cujas etapas sdo
numeradas de acordo com a sequéncia citada acima.

Figura 10 — Mecanismo de hidrélise de éster catalisada por lipase (adaptado da
ref. 12).
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A segunda etapa na qual ocorre a formacdo do intermediario
acil-enzima ¢ determinante para a catalise. Na etapa 3 uma molécula de
agua efetua um ataque nucleofilico sobre o intermediario acil-enzima,
que resultara em etapas subseqiientes na formagdo do produto acido. E
razoavel estimar que se o nucleofilo ao invés de dgua for um alcool, ou
uma amina, ou um tiol, ou ainda um peroxido, outras classes de
produtos podem ser obtidos. Portanto, em solvente organico, as lipases
catalisam a transferéncia de grupos acilas de compostos doadores para
uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes da agua.'*"”

Dependendo do tipo do doador ou aceptor acila, as reagdes
catalisadas por lipases incluem esterificacao, tioesterificagdo, amidacao,
transesterificagdo, sintese de peptideos e formagdo de peracidos. Esses
Gltimos podem ser utilizados na sintese de epoxidos™ > e oxiziridinas®
a partir de compostos insaturados.

A regiosseletividade das lipases, que faz destas enzimas uma
excelente alternativa sintética e metodologica quando se procura evitar o
uso de regentes protetores e de mais etapas reacionais, serd discutida
detalhadamente no proximo item por se tratar também da propriedade
explorada neste trabalho.

1.5.1 — Lipases e regiosseletividade

Com relacdo a sua seletividade natural frente a hidrdlise de
triacilglicerdis (TAG), as lipases podem ser divididas em
regiosseletivas e seletivas com relagdo ao tamanho da cadeia carbdnica
e/ou ao numero de insaturacdo do grupo acila. As regiosseletivas
subdividem-se em nao-especificas (hidrolisam ésteres de acidos graxos
primarios ou secundarios, liberando acidos graxos na posicao 1, 2 ou 3),
e 1,3-especificas (hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios,
isto &, na posi¢do 1 ou 3, conforme ilustrado na Figura 11.%
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Figura 11 — Hidrolises seletivas de TAG catalisadas por lipases.®'

A regiosseletividade apresentada in vivo pelas lipases torna
estes biocatalisadores atrativos para serem utilizados em reagdes de
sintese e/ou de hidrdlise, onde ha a possibilidade de formagdo de mais
de um regioisdmero®"* Salem® er al. realizaram a acilagdo
regiosseletiva da isoquercitrina (9) utilizando ésteres de acidos graxos
com diferentes comprimentos da cadeia carbonica em 2-metil-2-butanol,
e CAL-B como catalisador. Das quatro hidroxilas da isoquercitrina que
potencialmente podem ser aciladas (secundarias em azul e primaria em
vermelho), excluindo as hidroxilas fenolicas que s@o pouco reativas (em
verde), apenas a primaria reagiu, obtendo-se os derivados monoacilados
(10a-i) com conversdes entre 66 e 38%, dependendo do doador de grupo

acila empregado (Figura 12).
HO O OH

HO OH
o C CAL-B

o 0 [e) X0
P R)kOCHZCH3 K
OH .
2-metil-2-butanol OH
OH 65 °C, 700 mbar, .
9 OH 150 rpm, 72 h 10a-i (38-66%) OH
Derivado R Derivado R Derivado R
10a CH3(CH,),- 10b CH;(CH,)4- 10c CH;(CH,)s-
10d CH;(CH,)s- 10e CH3(CH,) - 10f CH;3(CH,),-
10g CH3(CH,) - 10h CH;(CH) - 10i CH;(CH,),CH=CH(CH,)-

Figzura 12 — Acilagdo regiosseletiva da isoquercitrina (9) catalisada pela CAL-
B.

18



Teng® et al. realizaram recentemente a acilagdo regiosseletiva
do 3-O-angeloil ingenol (11) com acetato, decanoato ¢ cinamato de
vinila catalisada pela CAL-B. Apenas os produtos acetilados na
hidroxila primaria (em vermelho) foram detectados por espectrometria
de massas ¢ RMN-'H, obtendo-se excelentes conversdes nos produtos
12a-c em tempo relativamente curto, dependendo do doador de grupo
acila empregado (Figura 13).

CAL-B
iy
R0 O~ 0O"HO OH
2-metil-2-butanol N
37°C, 250 rpm 12a-c
Derivado R Conversio (%), tempo
12a CH; >99,6h
12b CH;3(CHy)s 90,6 h
12¢ C¢HsCH=CH 45,1 dia
90, 3 dias
> 99, 7 dias

Figsura 13 — Acilag@o seletiva do 3-O-angeloilingenol (11) catalisada pela CAL-
B.

As lipases também tém sido extensivamente utilizadas para
acilar seletivamente as hidroxilas primarias e secundarias de
carboidratos e nucleosideos ou ainda para hidrolizar seletivamente
carboidratos/nucleosideos previamente peracilados.**

Ishihara™ et al. investigaram a regiosseletividade da CAL-B na
acilagdo do antioxidante arbutina (13), empregando os acidos ferulico
(14) e a-lipdico (15) como doadores acila. A arbutina foi, em ambos os
casos, acilada seletivamente na hidroxila primaria (C-6" do anel de
glicose, em azul), obtendo-se o ferulato (16) e o lipolato (17) de arbutina
com rendimentos de 57% (em 7 dias) ¢ 75% (em 10 dias),
respectivamente (Figura 14).
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Figura 14 — Acilacdo regiosseletiva da arbutina (13) catalisada pela CAL-B.”

.71
Li

et al. realizaram a sintese de ésteres 3’-arilalifaticos da

floxuridina (18) catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em ceramica (LPS-C). Foram empregados como doadores
acila cinco ésteres de vinila e os derivados 3’-acilados 19a-e foram

obtidos com boas

conversoes ¢

excelentes

regiosseletividades,

empregando THF como solvente (Figura 15).

F

E O
2\(0 2 o 4 NH
5' . NH n o HO N\‘(
OUlI_N
. © LPS-C, THF
18 n 19a-e
Derivado n Conversao (%), tempo Regiosseletividade (%)
19a 0 98,82h 85
19b 1 99,7h 90
19¢ 2 >99,4h 93
19d 3 >99,2h 99
19¢ 4 >99,6h 99

Figura 15 — Acilagdo regiosseletiva da floxuridina (18) catalisada pela LPS-C.”"
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Mastihubova’ et al. utilizaram lipases para preparar todos os
derivados possiveis, mono e di-O-acetilados do p-nitrofenil-o-L-
arabinofuranosideo (20). O composto 2,3-di-O-acetato (21) foi obtido
com 90% de rendimento por hidrélise do grupo acetil primario do per-
O-acetilado-p-nitrofenil-o-L-arabinofuranosideo (22) com as lipases de
Candida cylindracea (LCC) ou de Candida rugosa (LAY). Os
derivados 2,5- e 3,5-di-O-acetatos, (23) e (24) respectivamente, foram
obtidos por acetilagdo de 20, catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia (LPS) em varios solventes organicos tais como tolueno,
acetonitrila, cicloexano, alcool ferc-butilico, THF e DMF. O 5-O-acetato
(25) foi regiosseletivamente preparado com 95% de rendimento através
da acetilacdo de 20 catalisada pela lipase pancreatica de porco (LPP).

Os produtos monoacetilados nas posi¢des 2 (26) e 3 (27) foram
obtidos em duas etapas, di-O-acetilagdo de 20 catalisada por LPS,
seguida por hidrdlise do grupo acetil priméario dos derivados diacetilados
23 ¢ 24 por LCC ou AY. As reagdes de acetilagdo foram realizadas com
acetato de vinila e as hidrdlises em tampao fosfato de sédio e DMF
(Figura 16).
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OAc = acetato
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Figura 16 — Preparacdo de derivados do p-nitrofenil-[]-L-arabinofuranosideo
(20) catalisada por lipases. Reagentes e condigoes: (a) anidrido acético em
piridina (b) LCC ou LAY, DMF 10%, tampao fosfato de s6dio 0,1 mol/L (pH
7), 37 °C; (c) LPS, acetato de vinila, solventes organicos, 37 °C; (d) LPP,
acetato de vinila, THF, 40 °C; (¢) LCC, DMF 10%, tampao fosfato de sddio 0,1
mol/L (pH 6), 37 °C.”

Jun” e seu grupo de pesquisa investigaram a regiosseletividade
de lipases e esterases na hidrolise do triacetil-D-arabinofuranosideo
(28). As esterases de Rhizopus oryzae e de figado de porco foram as
mais reativas e seletivas na formagdo do produto 3,5-di-O-acetil-D-
arabinofuranosideo (29). O derivado diacetilado 29 também foi obtido
quando a catélise foi realizada pelas lipases de Rhizopus oryzae (ROL) e
LPP com conversdes de 53 e 44%, respectivamente. Quando a lipase
AY foi usada, o produto obtido majoritariamente foi o 2,3-di-O-acetil-
D-arabinofuranosideo (30) com conversdo de 79%. O derivado 2,5-di-
O-acetil-D-arabinofuranosideo ndo foi obtido (Figura 17).
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Figura 17 — Hidrolise regiosseletiva do acetil-D-arabinofuranosideo (28)
catalisada por hidrolases.”

Os trabalhos elencados neste subitem mostram que as lipases
sdo potencialmente regiosseletivas e que essa seletividade é dependente
da fonte de enzima empregada, com destaque para a CAL-B em relagdo
as demais lipases.

Devido a funcionalidade, os carboidratos constituem-se numa
classe de compostos de extrema importancia, seja na sua atividade
natural em inimeros processos vitais ou no uso como precursores para
moléculas de interesse sintético. O proximo item fard uma abordagem
com relag@o aos carboidratos, mostrando algumas aplicagdes em sintese
organica e¢ culminando com o exemplo especifico da D-ribono-1,4-
lactona, que foi particularmente o reagente explorado neste trabalho.

1.6 — Carboidratos

Os carboidratos sdo assim denominados pelo fato da férmula
geral de muitos deles ser C,(H,0),, ou seja, carbono hidratado. Séo
usualmente definidos como poli-hidroxi aldeidos e cetonas, ou
substancias cuja hidrélise produz estas estruturas. Os carboidratos
simples sdo comumente conhecidos como agucares ou sacarideos (do
latim saccharum e do grego sakcharon, agucar).'® ™7

Os acgucares possuem muitos grupos hidroxila, que podem agir
tanto como doadores quanto aceptores de protons, e possuem a
capacidade de fazer ligagdes de hidrogénio, conferindo a esses
compostos o sabor adocicado. Os denominados monossacarideos sdo os
carboidratos mais simples, incluindo agtcares de quatro, cinco e seis
atomos de carbono. Os principais monossacarideos responsaveis pelo
sabor doce dos alimentos sdo a glicose, frutose e galactose. Os
dissacarideos e polissacarideos sdo os carboidratos cuja hidrolise
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fornece dois ou mais monossacarideos, como por exemplo a sacarose,
lactose e celulose.'®™"

Os carboidratos sdo constituintes essenciais de todos os
organismos vivos e desempenham vérias fungdes nas células, desde
estruturais até como fonte substancial de energia metabélica.’*”

Em sintese organica, os carboidratos de baixa massa molar sdo
precursores quirais importantes para a obten¢do de moléculas com
atividade bioldgica, principalmente devido ao baixo custo, pelo fato de
serem obtidos com alta pureza e por sua abundéncia na natureza. '°

Uma restricdo no uso de carboidratos com fins sintéticos € a
necessidade de protocolos de protecdo e desprotecdo de grupos
funcionais, devido a presenca de varios grupos hidroxila com
reatividade quimica similar nestas moléculas. 77"’

Shen® ef al. utilizaram recentemente um procedimento padrdo
de sintese de uma série de ligantes derivados da glicosamina (31a-g),
que foram posteriormente utilizados com sucesso em reacdes de
alquilag@o alilica assimétrica catalisada por paladio. A rota sintética dos
ligantes envolve cinco etapas a partir da N-acetilglucosamina (32),
sendo que trés destas incluem protecdo das hidroxilas (etapas a e b) e
desprotecdo do grupo amino (etapa c) (Figura 18).

0._.OH 0._.0Bn OB 0B

HO o a HO 5 b o 008D o O ~0Bn

HO™ u)\ Ho ”)K phJ\o\w NN Ph)\o“' NH,
OH on M OH

OH
32
O._.0Bn 0. .0OBn 3la: Ar=Ph
_d. ji _e. /Zp 31b:  4-CICgH,
. - — - = .
Ph . BN Ph o BN 3lc:  4-CHz0CgH,
o NT A o NT A 31d:  4-NO,CoHs
OH O. 3le: 2-CF3CgHa
PPh,
atag 31f: 3-CICqH,
3lg:  3-NO,CeHs

Figura 18 — Rota sintética dos ligantes derivados da glicosamina (31a-g).
Reagentes e condi¢des: (a) BnOH, H'; (b) PhCHO, ZnCl,; (¢) KOH, EtOH; (d)
ArCHO, CH;ONa-CH;0H, rend. 85-96%; (e) Ph,PCl, THF-E;N, rend. 80-
92%."
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Manta®' et al. realizaram a sintese de andlogos de
dideoxifluorocetopiranosideos partindo do derivado peracetilado da 3-
deoxi-3-fluoro-D-glicopiranose (33) e utilizando rotas sintéticas que
possuem, entre outras reagdes, protocolos de protecdo e desprotegdo.

A Figura 19 mostra uma das rotas propostas pelos autores. O
precursor 33 possui as quatro hidroxilas protegidas por grupos acetila. A
hidroxila anomérica acetilada ¢ substituida pela base nitrogenada
citosina protegida com o grupo N'*-benzoila (etapa a), e as outras trés
sofrem hidrolise basica (desprotecdo, etapa b). A reagdo do nucleosideo
desacetilado 34 com 2,2-dimetoxipropano gera o derivado
isopropilideno 35, no qual as hidroxilas 4 e 6 ficam protegidas, enquanto
a hidroxila 2 esta desprotegida, podendo atuar como nucledfilo na etapa
d. Apods a reducdo do carbono 2 (etapa e), o grupo isopropilideno é
removido na etapa f, empregando o acido trifluoroacético em meio de
THF/H,0. Na etapa g ha a protecdo seletiva da hidroxila 6 primaria com
cloreto de trifenilmetila (tritila, Tr) e na etapa h ocorre a oxidagdo da
hidroxila 4, cujo produto 36a estd em equilibrio com o derivado alvo
36b, di-hidroxilado no carbono 4. Finalmente, o produto 37a da
hidrolise do grupo protetor da hidroxila priméria (etapa i) estd em
equilibrio com outro derivado di-hidroxilado 37b.
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Figura 19 — Rota sintética dos analogos de dideoxifluorocetopiranosideos.
Reagentes e condigdes: (a) citosina N'-benzoila, hexametildisilazano (HMDS),
sacarina, CH3CN, trimetilsilil trifluorometanossulfonato (TMSOTY), rend. 68%;
(b) EtOH, piridina, NaOH, resina Amberlite IR-120 (H"), rend. 90%; (c) 2,2-
dimetoxipropano, acido p-toluenossulfonico, DMF, rend. 80%; (d) PhOC(S)C],
DMAP, CH;CN, rend. 70%; (e) Bu;SnH, 1,1-azobis(cicloexano-1-carbonitrila),
tolueno, rend. 60%; (f) TFA, THF/H,O, rend. 72%; (g) piridina, cloreto de
trifenilmetila, DMAP, rend. 65%; (h) PDC, Ac,0, CH,Cl,, rend. 50% (mistura
de 3682} e 36b); (i) acido formico /CH,CL (1:1), rend. 52% (mistura de 37a e
37b).

Salienta-se que as duas rotas sintéticas citadas acima requerem
um numero excessivo de reagentes, solventes e tempo, sobretudo pela
necessidade de etapas de protecdo e desprote¢do das hidroxilas. Além
disso, apesar dos rendimentos bons a moderados obtidos em cada etapa
ha também uma queda natural e consideravel nos rendimentos globais
dos processos.
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Reag¢des de hidrdlise, esterificagio ou transesterificagdo
catalisadas por enzimas, principalmente as lipases, sdo particularmente
empregadas em  processos que envolvem  protocolos de
protecao/desprotecao seletivos, como descrito no item 1.5.1. Salienta-se
que estas transformagdes biocatalisadas de carboidratos ndo sdo tdo
recentes, destacando os trabalhos do grupo de pesquisa de Klibanov na
década de 80.%%

A utilizagfo de lactonas derivadas de aglicares pode também ser
uma boa estratégia para transformagdes envolvendo carboidratos, pois
estes tém seus centros anoméricos protegidos, no seu estado oxidado. A
D-ribono-1,4-lactona (38) estd disponivel comercialmente, estando entre
as aldonolactonas mais utilizadas em sintese organica.””®

Aldonolactamas tém sido bastante exploradas por serem
inibidores potentes da enzima glicosidase e apresentarem propriedades
antidiabetes, anticancer e anti-HIV. Falentin-Daudre” et al. relataram
recentemente duas estratégias eficientes para a sintese de N-alquil-3,4,5-
triiddroxipiperidin-2-onas como novos analogos de aza-agucares
utilizando a lactona 38 como reagente de partida (Figura 20).
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oo OH O OAc O N
o e S A e LI e HO o
p— HO™ 7 ™7 "NHR Br” > 7 "NHR ~—
HO  ©OH OH OH OAc OAc HO ©OH
38 39%a-e 40a-h 42a-h
o 42a R= CH3CH,
/\Q¢O 42b CHs(CH,)3
c Bt \_J d 42¢ CHa(CHy)s
S 42d CH3(CHy)11
HO 41 oH 42e CgHs5CH>
42f HO(CH,),
429 NC(CHa)»

42h N, /) CH;

Figura 20 — Rotas sintéticas para obtengdo das N-alquil-D-ribonamidas (46a-h).
Reagentes e condi¢ées: (a) RNHy/DMF; (b) (i) CH;COBr/Dioxano, (ii)
Ac,0/piridina; (c) SOBr,/DMF (1.1 equiv)/DMF; (d) (i) RNH; (1 equiv) /DMF,
(i) Ac,O/piridina; (e) (i) NaH/DMF, (ii) MeONa/MeOH.”
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Todas as reagdes foram realizadas a temperatura ambiente.
Primeiramente reagiu-se a lactona 38 com alquilaminas em DMF
obtendo-se quantitativamente as N-alquil-D-ribonamidas 39a-e. A
bromagdo das amidas 39 com os brometos de acetila apropriados
seguida da acetilagdo das hidroxilas resultaram na formagdo dos
derivados 40a-e com rendimentos moderados (40-54%). Os derivados
40f-h foram obtidos empregando outra metodologia, na qual a lactona
38 foi tratada com SOBr, em DMF obtendo-se o derivado 5-bromo-5-
deoxi-D-ribono-1,4-lactona (41), que em seguida foi tratado com as
aminas correspondentes e os produtos obtidos foram a seguir acetilados.
Finalmente, a lactamizacdo (ciclizag@o) dos derivados 40a-h ocorreu via
reacdo com hidreto de so6dio (NaH) em DMF, seguida por desacetilagdo
via metandlise com metdéxido de sédio em metanol (MeONa/MeOH),
obtendo-se as N-alquil-D-ribonamidas 42a-h.

Bigham®® er al. prepararam uma série de analogos aos
substratos ou intermediarios da reacdo catalisada pela arabinose 5-
fosfato (A5P) isomerase, com o intuito de testar estes compostos como
inibidores desta enzima, que ¢é responsavel pela producdo de
lipopolissacarideo (componente essencial da membrana de bactérias
Gram-negativas). Na sintese de derivados D-ribonolactonas 5-O-
substituidos (43a-f), inicialmente foi realizada a protecdo da D-
ribonolactona 38 com acetona em meio acido, formando o composto
2,3-isopropilidenoribono-1,4-lactona (44). Em seguida foi feita a
derivatizagdo com varios reagentes em condi¢des basicas (piridina ou
trietilamina/CH,Cl,), e finalmente a remog¢do do grupo protetor em meio
acido (Figura 21).

O
5 041 fe) o
9] (0] (0]
¥ HCI . 2)H 0"
HO OH ). O HO OH

38 )< 43a-f

a4 43a R = MeCOCH,CO
43b NH,SO,
43c MeSO,
43d NaOSO,
43e NH,PhSO,
43f NaOCOCO

Figura 21 — Sintese de derivados de ribonolactonas 5-O-substituidos.”

28



Aminoacidos de acucares (sugar aminoacids, SAAs)
constituem uma classe importante de peptidomiméticos como blocos de
construgdo em quimica combinatéria e como uma classe ampla de
foldameros, devido a sua predisposicdo em induzir novas estruturas
secundarias. Embora d-SAAs de piranose e oxetanose tenham sido
amplamente estudados, O-SAAs de furanose, contendo o anel
tetraidrofurano (THF) tem apresentado atividade bioldgica significativa.
Simone””’ et al. utilizaram a 2,3-isopropilideno-D-ribonolactona 44 como
precursor na preparacdo dos anadlogos de d-aminoacidos de acucares de
tetraidrofurano ramificados (trans-THF 6-SAA) 50-53 (Figura 22).

Primeiramente, a hidroxila priméria do derivado 44 foi
esterificada com anidrido triflico em diclorometano na presenga de
piridina, seguida de tratamento com azida de sédio em acetato de etila,
obtendo-se a azidolactona 45. A reducdo de 45 com hidreto de
diisobutilaluminio (DIBAL) em diclorometano resultou na formagao do
composto 46, que foi submetida a uma eficiente condensagdo alddlica
cruzada com formaldeido aquoso, na presen¢a de carbonato de potassio,
gerando o lactol 47. A oxidag@o do lactol 47 com bromo aquoso na
presenca de carbonato de bario gerou a azido lactona 48. O triflato 49
foi obtido através da esterificagdo da hidroxila primaria do derivado 48
com anidrido triflico e piridina. A reacdo de 49 com cloreto de
hidrogénio em metanol além de remover o grupo protetor, promoveu
também a formacdo do azido éster 50. A benzilamida 51 foi obtida
através do tratamento do composto 50 com benzilamina, ¢ a amina 52 a
partir da sua hidrogenacdo em 1,4-dioxano, na presenca de paladio sobre
o carbono. Finalmente, a bis amida 53 foi obtida através da
peracetilacdo de 52 com anidrido acético em piridina, seguida da
metanolise dos grupamentos ésteres.
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Figura 22 — Rota de sintese dos trans-THF 3-SAA 50-53. Reagentes e
condigoes: (a) (1) TH,0, piridina, CH,Cly; (2) NaN,;, EtOAc, rend. 77%; (b)
DIBAL, CH,Cl, -78 °C, rend. 93%; (c) CH,0, K,COs, H,O, rend. 92%; (d) Br,,
BaCO;, H,0, rend. 92%; (e) Tf,0, piridina, CH,CL, rend. 100%; (f) HCI,
MeOH, rend. 77%; (g) BnNH,, 120 °C, rend. 83%; (h) H,, 10% Pd/C, dioxano,
rend. 91%; (i) (1) Ac,0, piridina; (2) K,COs, MeOH, rend. 82%.”

Os autores realizaram também a sintese dos epimeros cis-06-
aminoacidos tetraidrofuranofuranoses (cis-THF 8-SAA), partindo da
2,3-isopropilidenolixono-1,4-lactona e empregando uma rota similar a
descrita para a lactona protegida 44 como material de partida.

Baseando-se nos resultados apresentadas nos ultimos itens,
observa-se que a preparacdo de derivados de carboidratos e nucleosideos
acilados seletivamente torna-se bastante atrativa do ponto de vista da
sintese organica, por tratar-se de precursores para muitas outras
moléculas de interesse. Para esse fim, as lipases s@o catalisadores que
conduzem a Otimos resultados com boas conversdes e excelentes
regiosseletividades.

Portanto, esta tese visa a utilizagdo de lipases de diferentes
procedéncias para a preparagdo regiosseletiva de derivados acilados da
y-lactona 38, a otimizacdo dos pardmetros envolvidos nas reacdes, € 0
desenvolvimento de métodos de andlise para a caracterizacdo e
quantificacdo dos diferentes produtos obtidos.

30



3 - OBJETIVOS
3.1 — Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de
metodologias ambientalmente sustentaveis de acilagdo regiosseletiva da
D-ribono-1,4-lactona (38) empregando lipases e micélios como
biocatalisadores.

3.2 — Objetivos e metas

» Preparar derivados acilados da lactona 38 empregando reagdes de
acilacdo catalisadas por biocatalisadores (lipases, proteases e
micélios);

» Sintetizar os derivados 5-O-acetil-D-ribonolactona (54) e 5-O-
dodecanoil-D-ribonolactona (55) a partir de reacdes de acilagdo
regiosseletiva da lactona 38 catalisada pela CAL-B, empregando
acetato de vinila e 4cido dodecandico, respectivamente, como
doadores acila;

O O

)koﬁc/v/o CH3(CH2)10AO/\C/\¢O

HO ©OH HO OH
54 55

» Preparar o 2,3-O-diacetil-D-ribonolactona 63 via etanolise do
derivado triacetilado 2,3,5-O-D-ribono-1,4-lactona (61) catalisada
pela CAL-B;

AO/\:LOTOO HOO/\<i7;O O
D It
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Avaliar a eficiéncia das lipases de Candida antarctica imobilizada
em resina anidnica - CAL-B, de Burkholderia cepacia livre - LPS,
de Burkholderia cepacia imobilizada em ceramica - LPS-C, de
Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatomacea - LPS-D, de
Candida rugosa - LCR, de Thermomyces lanuginosus - TL-IM, de
Pseudomonas fluorescens - AK, de Rhizopus oryzae - F-AP15, de
Aspergillus niger - LAN e de Rhizopus oligosporus - LRO, da
protease de Aspergillus oryzae e dos micélios UEA 53 e UEA 115
com relagdo a atividade e regiosseletividade nas reagdes de acilagdo
dalactona 38 com acetato de vinila ou acido dodecandico;

Avaliar o efeito da quantidade e do tipo de doador de grupo acila
(acidos carboxilicos, aminoacidos, ésteres e anidridos), do uso de
diferentes solventes organicos (acetonitrila, acetona, THF, dioxano
e DMF) e da quantidade de biocatalisador em reagdes de acilagdo da
lactona 38;

Realizar estudos da reutilizacdo da CAL-B em reagdes de acilagdo
da lactona 38, empregando acetato de vinila e os 4cidos decandico e
dodecandico como doadores acila;

Quantificar as conversoes (%) aos derivados acilados da lactona 38,
empregando técnicas de RMN-"H, titulagdo volumétrica ou UV-Vis;

Identificar e caracterizar os derivados acilados da lactona 38
utilizando técnicas de RMN-'H e 13C; IV, CHN, raios X e ponto de

fusao;

Comparar os resultados obtidos com outros reportados na literatura
recente.
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4 — PARTE EXPERIMENTAL
4.1 — Materiais (reagentes, solventes e enzimas)

Todos os materiais utilizados nos procedimentos experimentais
sdo de alto grau de pureza, sendo adquiridos de fontes comerciais (com
algumas excegdes). As procedéncias e purezas dos materiais mais
importantes, assim como as atividades das enzimas utilizadas, foram as
seguintes:

v Sigma-Aldrich: D-ribono-1,4-lactona 38 (97%); lipase de

Candida rugosa (CRL, > 700 wmg s6lido"); acetato e

dodecanoato de p-nitrofenila; p-nitrofenol; acidos hexandico,

octandico, decanoico, octadecandico, 4-pentenodico, benzodico,

(£)-citronélico, D,L-mandélico e linoléico; acetona grau

analitico (PA); e os solventes deuterados cloroformio (CDCls),

agua (D,0) e dimetilsulfoxido (DMSO-dg);

Merck: glicina, D,L-alanina, L-cisteina e acido benzoico;

Vetec: acidos butandico, dodecanodico, hexadecandico, galico,

fenilacético e oléico; hidroxido de sédio, bicarbonato de sodio,

carbonato de potassio e anidrido acético;

v' Tedia: acetonitrila grau cromatografico (CLAE), tratada com
CaH, de acordo com o procedimento citado na literatura;”®

v Carlo Erba: acetonitrila grau cromatografico (CLAE, tratada

com CaHy)”® e N,N-dimetilformamida (DMF) grau

espectroscopico (UV e IR);

F. Maia: tetraidrofurano (THF) grau PA;

Vetec: 1,4-dioxano grau PA;

Fluka: acido tetradecanodico e acetatos de etila, isopropenila e

vinila;

Reagen: acido acético e acido propidnico;

Amano: lipases de Burkholderia cepacia (LPS livre, 30.000

u/g"; LPS-C “Amano” I imobilizada em cerdmica, 1.638 U/g";

AN

AN

AN

" u/mg sélido é a quantidade necessaria para liberar 1,0 umol/h de acidos graxos de
um triglicerideo, a pH 7,2 e 37 °C.
""'u/lg é a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol/min de acidos
graxos do 6leo de oliva, apH 7,0 e 30 °C.
"'U/g ¢é a quantidade de lipase que produz 1,0 pmol/min de acetato de 1-feniletila a
partir da transesterificagdo do alcool 1-feniletilico com acetato de vinila, a 25 °C.
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LPS-D “Amano” I imobilizada em terra diatomacea, 7,44 U/g"),
Candida rugosa (LCR, 30.000 v/ gb); Pseudomonas fluorescens
(AK “Amano” 20, 26.600 U/g%) e Rhizopus oryzae (F-AP15,
150.000 u/g"); protease de Aspergillus oryzae (Protease A
“Amano” 2, 20.000 u/g");

v Novozymes: lipases de Candida antarctica imobilizada em
resina anidnica (CAL-B, Novozym 435, 10.000 PLU"), de

Thermomyces langinosus (Lipozyme TL-IM, 250 IUN/g™) e de
Rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM, 5-6 BAUN/g™).

As lipases de Aspergillus niger (LAN, 18,2 U/mL"™) e de
Rhizopus  oligosporus  (LRO, 14,9 U/mL"), isoladas de um
microorganismo de solo da regido de Bueno Branddo (MG), foram
purificadas, identificadas e gentilmente doadas pela Profa. Dra. Patricia
Carvalho da Universidade de Sao Francisco (USF), Braganga-SP.

Foram também usados micélios oriundos de fungos isolados de
plantas amazonicas (micélios UEA 53 e UEA 115), que foram
gentilmente fornecidos pela Profa. Dra. Sandra Patricia Zanotto do
grupo de pesquisa do Laboratério de Bioorganica da Universidade do
Estado do Amazonas (UEA), Manaus-AM.

¥ A ficha técnica desta enzima omite o ensaio de determinacéo da sua atividade.
Y PLU é uma unidade relacionada a sintese de ésteres, expressa em unidades de
laurato de propila por grama, mas a reacdo utilizada para determinacdo de sua
atividade é omitida na sua ficha técnica.
V" 1UN/g é a unidade relacionada a formagdo de 0,01% em massa de triestearina por
minuto, na interesterificacdo de uma mistura de 6leo de soja totalmente hidrogenado
com oleo de soja ndo hidrogenado (27/73% em massa), a 70 °C.
V" BAUN/g ¢ a atividade baseada na aciddlise de dleo de girassol rico em é&cido
oléico, empregando &cido decandico. A velocidade da reagdo é determinada pela
medida da quantidade de &cido decandico incorporada as posicdes 1 e 3 dos
triacilglicerdis do dleo de girassol.
XU/mL é a quantidade de lipase que produz 1,0 umol/min de &cidos graxos na
hidrolise do 6leo de oliva, apH 6,0e 40 °C,em 1 h.
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4.2 — Equipamentos

As reagdes foram realizadas em um agitador orbital Certomat
MO, ou em banho termostatizado tipo Dubnoff (Technal TE-053/TE-
093).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN-'H) ¢ de carbono (RMN-"C) foram registrados a 400 ¢ 100
MHz, respectivamente, no espectrometro Varian 400 Mercury Plus, ou a
200 e 50 MHz, respectivamente, no espectrometro Bruker AC, usando
DMSO-ds ¢ D,O como solventes e tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna. As constantes de acoplamento (J) foram medidas em
Hertz (Hz) e os sinais caracterizados como singletos (s), dubletos (d),
tripletos (t), duplos dubletos (dd) e multipletos (m).

Os espectros de infravermelho (IV) foram realizados em um
espectrofotometro ABB Bomeh FTLA 2000-100 com sistema de
registro computadorizado, empregando pastilhas de KBr para as
amostras solidas e filmes para as liquidas, na regido de 4000 a 400 cm™.

As analises elementares (CHN) foram feitas no instrumento
Carlo Erba CHNS EA-1110.

As anélises cristalograficas foram coletadas em um difratdmetro
automatico Enraf-Nonius Cad-4 para monocristais, equipado com tubo
de molibdénio e monocromador de grafite, e foram realizadas pelo Prof.
Dr. Adailton J. Bortoluzzi do Depto. de Quimica da UFSC.

Os experimentos de absor¢@o no ultravioletavisivel (UV-Vis)
foram efetuados em um espectrofotometro UV-Vis Hewlett Packard
8452A, cedido pelo Prof. Dr. Josiel B. Domingos do Laboratorio de
Catalise Biomimética do Depto. de Quimica da UFSC.

A determinagdo do ponto de fusdo dos compostos solidos foi
realizada em um aparelho da Microquimica APF301. Os pontos de fusao
ndo foram corrigidos.

4.3 — Métodos de quantificacio dos derivados 5-monoacilados de 38

As conversdes (%) aos compostos obtidos neste trabalho foram
determinadas por RMN-'H, espectrometria no UV-Vis, ou titulagio
volumétrica. Os procedimentos experimentais que empregam analises de
RMN-'H para célculo de conversdo serdo abordados no Capitulo 5
(Resultados e Discussio), ¢ os demais nos proximos subitens.

35



4.3.1 — Quantificacao dos derivados 5-monoacilados da lactona 38
por absorc¢io no UV-Vis

4.3.1.1 - Preparacio da curva analitica de calibracdo de p-
nitrofenolato

Foram preparados 100 mL de uma solu¢do de p-nitrofenol
(PNF, 0,010 mol/L) dissolvendo-se exatamente 139 mg (1,00 mmol) em
tampao de Mcllvaine (fosfato dissédico 0,20 mol/L / acido citrico 0,10
mol/L, pH 7,46).99 Neste pH parte do p-nitrofenol estd na forma do
correspondente anion p-nitrofenolato. A partir desta solugdo, foram
efetuadas dilui¢des variando as concentracdes de 1,00 x 10° a 1,00 x 10°
* mol/L. As absorbancias das solu¢cdes foram medidas no
espectrofotometro de UV-Vis a 410 nm, obedecendo a lei de Lambert-
Beer, ou seja, limitando as leituras de absorbancia a faixaentre O e 1. A
curva de absorbancia versus concentracdo de p-nitrofenolato foi obtida
com excelente coeficiente de correlagdo (R = 0,998), utilizando o
programa Origin 7.

4.3.1.2 — Acilacdo da lactona 38 com alcanoatos de p-nitrofenila

X
O
o R OH
(o)
\ | + CAL-B \ / i
o o s e o
38 NO, ’ 54 ou 55 NO,
alce_ltnofatqlde Derivado R PNF
p-nitrofenila ) CH,
55 CHy(CHa)io

A lactona 38 (29,6 mg, 0,20 mmol) e acetato de p-nitrofenila
(APNF, 36,2-109 mg; 0,20-0,60 mmol) ou dodecanoato de p-nitrofenila
(DPNF, 96,4 mg, 0,30 mmol) foram adicionados a um erlenmeyer
contendo 20,0 mL de acetonitrila. Apés a adi¢do de 10,0 mg de CAL-B,
a reagdo foi agitada a 35 °C e 150 rpm. Aliquotas de 250 uL foram
retiradas periodicamente (0-24 h), utilizando micropipeta de 200-1000
pL, e diluidas em baldes volumétricos de 5,00, 10,0 ou 25,0 mL com
tampdo de Mcllvaine (pH 7,46). As solugdes resultantes foram
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colocadas em celas de quartzo de 3,0 mL, com caminho 6tico de 1,0 cm,
e as absorbancias foram medidas a 410 nm, obedecendo a lei de
Lambert-Beer (0 < Abs. < 1). As analises foram efetuadas em triplicata.

As concentragdes de PNF nas aliquotas, e conseqiientemente as
de alcanoato de p-nitrofenila no meio reacional, foram determinadas
multiplicando-se os valores de concentragdo das solugdes diluidas
(determinadas através da equagdo da reta da curva analitica de
calibracdo) pelo fator de diluigdo.

As conversdes (%) foram calculadas utilizando a Equacéo 1,
onde M; ¢é a concentragdo inicial do APNF ¢ M, ¢ a concentracdo do
APNF no momento da retirada da aliquota. A formagdo somente dos
derivados 5-monoacilados foi comprovada por RMN-'H, conforme
descrito nos subitens 5.1.2 e 5.2.1. Foram também realizados estudos na
auséncia da lactona 38, com e sem adi¢do de peneira molecular, para
avaliar a possivel da hidrolise do APNF.

Conv. (%) - [(M; — My)/M,] x 100 Eq. 1

O método descrito limita-se a reagdes nas quais a
estequiometria entre o doador de grupo acila e a lactona 38 é 1:1, e que
os doadores acila tenham como grupo de saida o PNF. Os solventes
devem estar isentos de agua para evitar reagdes de hidrolise dos
alcanoatos de p-nitrofenila.

4.3.2 — Quantificacdo dos derivados S-monoacilados da lactona 38
por titulacdo volumétrica

4.3.2.1 — Preparacio e padronizacio do titulante KOH 0,010 mol/L

Uma solugdo de KOH 0,010 mol/L foi preparada dissolvendo-
se 0,560 g de KOH em 1,00 L de agua destilada. A solugdo foi
padronizada por titulacdo com o padrdo primario ftalato acido de
potassio (0—C6H4gCOOH)COOK) 0,100 mol/L, utilizando fenolftaleina
como indicador.”’ Foram feitas curvas de calibragdao dos acidos
empregados (0-0,080 mol/L) versus volume gasto de titulante, sendo
essas obtidas com excelentes coeficientes de correlagdo (1 > R >
0,994).
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4.3.2.2 — Acilagio da lactona 38 com o acido decanoico

O
o) ]
HO (0]
v L ome iy o\ Oo
M~ * CHj3(CHpg~ "OH — + H,0
HO OH - L acetonitrila, S -
38 acido carboxilico 35°C, 150 rpm HO OH

56

Em um frasco reacional contendo 25,0 mL de acetonitrila,
acetona, ou cloroférmio foram adicionados a lactona 38 (296 mg, 2,00
mmol) e acido decandico (345 mg, 2,00 mmol). A reagdo foi iniciada
com a adi¢do da CAL-B (25,0, 75,0 ou 100 mg). Os sistemas foram
agitados a temperatura ambiente (35 °C) e 150 rpm, com ou sem adi¢ao
de peneira molecular. As conversdes nos respectivos ésteres, em fungéo
do tempo, foram quantificadas por titulagdo volumétrica.

Aliquotas de 1,00 mL foram periodicamente (0-24 h) retiradas
do meio reacional, utilizando micropipeta de 500-5000 pL. A
acetonitrila foi evaporada e o residuo remanescente foi diluido em 10,0
mL de etanol 95%, em um erlenmeyer de 25 mL. Foram adicionadas 2-3
gotas de fenolftaleina e a solugéo foi titulada com KOH 0,010 mol/L. Os
volumes gastos de titulante (analises em triplicata) foram utilizados para
calcular a concentragdo de acido remanescente na solu¢do e
conseqlientemente no meio reacional. Estes célculos foram realizados
empregando a equagdo de reta (calculada pelo programa Origin 7.0)
obtida do grafico de concentracdo do acido carboxilico a ser analisado
(0-0,08 mol/L) versus volume gasto de KOH 0,010 mol/L.

Os célculos de conversdo (%) foram efetuados empregando a
Equacio 2, onde M3 ¢ a concentragdo inicial do acido carboxilico na
reagdo ¢ My ¢é a concentracdo do acido no momento da retirada da
aliquota.

Conv. (%) - [(Ms — M4)/M;] x 100 Eq. 2

Anélises de RMN-'H foram realizadas, conforme item 5.2.1,
para comprovar a formacdo apenas dos produtos monoacilados na
posicdo 5 do anel da lactona e justificar o uso do método de
quantificacdo por titulagao.
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Este método limita-se ao emprego apenas de acidos carboxilicos
como doadores acila, e para as reagdes nas quais a estequiometria entre
alactona 38 e o acido é 1:1.

4.4 — Acetilaciao da lactona 38 catalisada por hidrolases ou micélios

Todas as reagdes de acetilacio da lactona 38 foram
quantificadas por RMN-'H, conforme subitem 5.1.2, exceto no
procedimento do subitem 4.3.1, cujas quantificagdes foram realizadas
por espectroscopia no UV-Vis.

Os procedimentos experimentais de acetilagio de 38 serdo
descritos nos proximos subitens.

4.4.1 — Avaliacio de biocatalisadores na acetilacio de 38 com
acetato de vinila

HO N\ O~=0 o RI0"\O\=0
\__/ 4 AO/\ hidrolases ou micélios + ZOH

y tonitrila PP
HO OH acetato de vinila aoce R“O OR

38 35°C, 150 rpm 54, 58-61 }
Derivado R’ R R’ o]
54 Ac H H A
o i Ac i acetaldeido
59 Ac H Ac
60 Ac Ac H
61 Ac Ac Ac

Em uma solugdo contendo a lactona 38 (74,0 mg, 0,50 mmol) e
acetato de vinila (0,140 mL, 1,50 mmol), dissolvidos em 10,0 mL de
acetonitrila tratada, foi adicionado o biocatalisador selecionado (lipase,
protease ou micélio). A reagdo foi incubada em um agitador orbital a 35
°C e 150 rpm. Aliquotas de 1,0 mL foram retiradas periodicamente (6,
24, 48 e 72 h), utilizando micropipeta de 500-5000 pL, a acetonitrila
evaporada e as conversdes (%) determinadas por RMN-'H.

Os biocatalisadores empregados foram as lipases de Candida
antarctica imobilizada em resina anidnica - CAL-B (10,0 mg), de
Burkholderia cepacia livre - LPS (10,0 mg), de Burkholderia cepacia
imobilizada em ceramica - LPS-C (10,0 e 60,0 mg), de Burkholderia
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cepacia imobilizada em terra diatomacea - LPS-D (10,0 e 40,0 mg), de
Candida rugosa - LCR (10,0 mg), de Thermomyces lanuginosus - TL-
IM (10,0 mg), de Pseudomonas fluorescens - AK (10,0 mg), de
Rhizopus oryzae - F-AP15 (10,0 mg), de Aspergillus niger - LAN
(10,0 mg) e de Rhizopus oligosporus - LRO (10,0 mg), além da
protease de Aspergillus oryzae (10,0 mg) e dos micélios UEA 53
(10,0 mg) e UEA 115 (10,0 mg).

Foram também efetuados estudos, nas mesmas condigdes
experimentais, empregando misturas de CAL-B e LPS-C e CAL-B e AK
variando a quantidade de cada enzima, conforme Tabela 2. O emprego
simultaneco de dois ou mais biocatalisadores na mesma reacdo ¢é
denominado “coquetel enzimatico”. *'

Tabela 2 — Misturas de lipases usadas na acetilagdo de 38.

Mistura de lipases Massa (mg)
CAL-B LPS-C AK
CAL-B + LPS-C 2,00 8,00 -
8,00 2,00 -
10,0 60,0 -
CAL-B + AK 10,0 - 70,0
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4.4.2 — Efeito do solvente orginico na acetilacdo de 38 com acetato
de vinila

HO N\ O=0 caB _ RIOTN\(O0
acetato de vinila

N ~ solv. org.,

HO  OH 359C, 150 rpm R0 ©OH
38 54, 58 e 60
Derivado R R
54 Ac H
58 H Ac
60 Ac Ac

CAL-B (10,0 mg) foi adicionada a uma solu¢do contendo a
lactona 38 (74,0 mg, 0,50 mmol) e acetato de vinila (0,140 mL, 1,50
mmol) em 10,0 mL de solvente organico. A reagdo foi incubada em um
agitador orbital a 35 °C e 150 rpm por 6 h, e foram retiradas aliquotas de
1,00 mL, utilizando micropipeta de 500-5000 pL, para a determinagdo
da conversdo (%). Os solventes utilizados foram acetonitrila, acetona,
THF, dioxano ¢ DMF.

Adicionalmente, a reac¢do foi realizada nas mesmas condigoes
citadas acima, empregando-se 10,0 mL de acetonitrila tratada como
solvente, e também acetonitrila (10,0 mL) com a adi¢cdo de agua (27,0
pL, 1,50 mmol). Estes dois sistemas foram monitorados em fungdo do
tempo, sendo retiradas aliquotas de 1,00 mL, utilizando micropipeta de
500-5000 pL, no intervalo de 1 a 24 h para a determinagdo das
conversodes (%) por RMN-'H.

4.4.3 — Influéncia da massa da CAL-B na acetilacio de 38 com

acetato de vinila
o}

HOWO CALB | Ao«&o
\_/ acetato de vinila \__/

N P acetonitrila, 6 h N ~
HO OH o ' HO OH
38 35°C, 150 rpm 54

Diferentes quantidades de CAL-B (0-50 mg, 0-500 unidades)
foram adicionadas a frascos reacionais contendo a lactona 38 (74,0 mg,
0,5 mmol) e acetato de vinila (0,14 mL, 1,5 mmol) dissolvidos em 10,0
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mL de acetonitrila tratada. A reagdo foi agitada por 6 h, a 150 rpm e 35
°C. Aliquotas de 1,0 mL foram retiradas, utilizando micropipeta de 500-
5000 pL, o solvente evaporado e as conversdes (%) determinadas por
RMN-'H.

4.4.4 — Influéncia da quantidade e tipo de doador de grupo acetila
na acetilaciio de 38

HO N\ O =0 caB_ RioTN\O0
doador acetila

S (acetonitrila), 6 h

HO OH 35C, 150 rpm R0 OH
38 54, 58 e 60
Derivado R! R’
54 Ac H
58 H Ac
60 Ac Ac

A um frasco reacional contendo 10,0 mL de acetonitrila tratada,
foram adicionados a lactona 38 (74,0 mg, 0,50 mmol) e 1,50 mmol do
doador de grupo acetila. A reagdo foi iniciada com a adi¢do de 10,0 mg
de CAL-B. O sistema foi agitado por 6 h a 35 °C e 150 rpm, e as
aliquotas foram submetidas aos célculos de conversdo (%) por RMN-'H.

Este procedimento também foi realizado empregando 100
mmol (200 equiv.) dos doadores acetila na auséncia de acetonitrila, nas
mesmas condi¢des acima.

A Tabela 3 apresenta os doadores acetila utilizados neste
estudo, com seus respectivos volumes em fun¢do das razdes molares
entre doador de grupo acetila e lactona 38.

Tabela 3 — Doadores acetila usados na acetilagdo de 38 catalisada por CAL-
B.

Doador de grupo acetila Volume (mL)
3:1 200:1
acetato de vinila 0,140 9,00
acetato de isopropenila 0,160 11,0
acetato de etila 0,150 10,0
anidrido acético 0,140 9,40
acido acetic 0,080 6,00
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4.4.5 — Sintese, purificacido e caracterizacio da 5-0-acetil-D-
ribonolactona (54)

o o o
o - o
H OA(_/\é CAL-B )ko /\g
y K o S .
HO OH Ao~ HO  ©OH
38 acetonitrila, 24 h 54 (94%)

35°C, 150 rpm

A uma solucdo contendo a lactona 38 (74,0 mg, 0,50 mmol) e
acetato de vinila (0,140 mL, 1,50 mmol) em 10,0 mL de acetonitrila
tratada, foi adicionada a CAL-B (10,0 mg). A mistura reacional foi
agitada a 150 rpm, a 35 °C durante 24 h. A CAL-B foi filtrada, o
solvente foi evaporado e o solido branco e amorfo obtido foi
recristalizado em acetona. O produto recristalizado 54 foi também
analisado por difragdo de raios X, e os dados cristalograficos estdo
apresentados no Anexo 1. Rendimento de 94%; pf. 140-143 °C (lit.'®
148 °C); 1V: 3490, 3302, 1755, 1750, 1472 e 1412 cm™; RMN-'H
(DMSO-dg): 6 2,03 (s, 3H), 4,10-4,17 (m, 2H), 4,24 (dd, 3,6 Hz, 12,4
Hz, 1H), 4,38-4,43 (m, 2H), 5,57 (d, 4,0 Hz, 1H, troca com D,0), 5,87
(d, 7,6 Hz, 1H, troca com D,0); RMN-"C (DMSO-dy): & 21,1 (CHs),
63,6 (CHy), 68,9 (CH), 69,4 (CH), 82,7 (CH), 171,0 (C=0), 177,0
(C=0). Anal. CHN calc. para C;H (0 (%): C, 44,2; H, 5,3; exp. (%): C,
44,1; H, 5,3.
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4.5 — Acilacio da lactona 38 catalisada por lipases ou micélios

4.5.1 — Efeito do doador de grupo acila na acilacio de 38 com acidos
carboxilicos e aminoacidos

(0]
(0)
HO/\Q?O CAL-B R)ko/\i/\éo
HO: bH RCO(_)H K
38 acetonitrila HO OH
35°C, 150 rpm

Foram adicionados 10,0 mg de CAL-B a um frasco reacional
contendo 74,0 mg (0,50 mmol) da lactona 38 e 1,50 mmol de &cido
carboxilico ou aminoacido dissolvidos em 10,0 mL de acetonitrila. O
sistema foi agitado por 24 h a 35 °C e 150 rpm, e aliquotas de 1,00 mL
(retiradas com uma micropipeta de 500-5000 uL) foram analisadas por
RMN-'H para a determinag@o das conversdes (%) (ver item 5.2.1).

A Tabela 4 apresenta os 4cidos carboxilicos usados neste
estudo em funcdo das respectivas quantidades empregadas.
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Tabela 4 — Doadores de acila usados nas tentativas de acilacdo de 38.

Doador de grupo R Massa Volume
acila (RCOOH) (mg) (mL)
acido acético CH; - 0,080
acido CH3CH2 - 0,1 10
propidnico
acido butirico  CH;(CH,), - 0,140
acido CH;(CH,),4 - 0,190
hexandico
acido CH;(CH,)s - 0,240
octanoico
acido CH3(CH2)8 258 -
decandico
acido CH3(CH2)10 300 -
dodecanodico
acido CH3(CH2)12 343 -
tetradecandico
acido CH3(CH2)14 385 -
hexadecanodico
acido CH3(CH2)|6 427 -
octadecanoico
acido benzoic  Cg¢H;s - 0,140
acido C¢HsCH, 204 -
fenilacético
acido D,L- CsHsCH(OH) - 0,180
mandélico
acido galico 255 -

HO OH

OH

acido 4- CH,=CH(CH,), - 0,150
pentendico
(¥)-acido (CH3),C=CH(CH,),CH(CHj3)CH, - 0,270
citronélico
acido oléico CH;(CH,),CH=CH(CH,), - 0,470
acido linoléico CH;(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,), - 0,430
Glicina NH,CH, - 0,100
D,L-alanina CH;CH(NH,) 134 -
L-cisteina HSCH,CH(NH,) 182 -
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4.5.2 — Avaliacdo de biocatalisadores na acilaciao de 38 com acido
dodecanoico

o

ou micélios + H.0
S * CH3(CH,).g OH — 2

T acetonitrila %
HO 38 OH acico dodecanoico 350C, 150 rpm HO 55 OH

A lipase (10,0 mg) ou o micélio (10,0 mg) selecionados foram
adicionados a uma soluggo contendo a lactona 38 (74,0 mg, 0,50 mmol)
e acido dodecanoico (300 mg, 1,50 mmol) dissolvidos em 10,0 mL de
acetonitrila tratada. A reacdo foi agitada a 150 rpm e 35 °C. Foram
retiradas aliquotas de 1,0 mL periodicamente (24 e 48 h), utilizando
micropipeta de 500-5000 pL, o solvente foi evaporado e as conversdes
(%) foram determinadas por RMN-'H, conforme descrito no subitem
5.2.1.

Foram utilizadas as lipases de Candida antarctica imobilizada
em resina anidnica (CAL-B), de Rhizomucor miehei (RM-IM), de
Candida rugosa (LCR), de Thermomyces lanuginosus (TL-IM), de
Pseudomonas fluorescens (AK), de Rhizopus oryzae (F-AP15), de
Burkholderia cepacia livre (LPS),de B. cepacia imobilizada em
ceramica (LPS-C) e de B. cepacia imobilizada em terra diatomacea
(LPS-D), além dos micélios UEA 115 e UEA 53.

4.5.3 — Sintese, purificacdo e caracterizacdo da 5-0O-dodecanoil-D-
ribono-1,4-lactona (55)

l¢)
M Ao
/\@\40 CAL-B CH3(CHy)10 O/\<j0
HO - -
S "’ o S
H OH HO ©OH
© 38 CH3(CH2)10*0H

55 (68%)
acetonitrila, 24 h
35°C, 150 rpm

A lactona 38 (459 mg, 3,10 mmol) e o acido dodecanoico (621
mg, 3,10 mmol) foram colocados em um frasco reacional contendo
acetonitrila tratada (10,0 mL). A CAL-B (70,0 mg) foi adicionada e a
mistura agitada a 150 rpm e 35 °C por 24 h. A enzima foi separada por
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filtragdo, o solvente foi evaporado e um sélido branco e amorfo foi
obtido. Este foi recristalizado em uma mistura etanol/éter etilico 1:1,
fornecendo o produto 5-O-dodecanoil-D-ribono-1,4-lactona  55.
Rendimento de 68%; pf. 123-125 °C; IV: 3490, 3302, 2955, 2918, 2853,
1755, 1750, 1472 e 1412 cm™'; RMN-'H (DMSO-de): & 0,85 (m, 3H),
1,24 (m, 16H), 1,49 (m, 2H), 2,32 (t, 7,2 Hz, 2H), 4,11-4,20 (m, 2H),
4,24 (dd, 3,6 Hz, 12,0 Hz, 1H), 4,40-4,45 (m, 2H), 5,60 (d, 3,6 Hz, 1H,
troca com D,0), 5,92 (d, 7,6 Hz, 1H, troca com D,0); BC-NMR
(DMSO-dg): & 14,6 (CH3), 22,8 (CHy), 25,0 (CH,), 29,1 (CHy), 29,2
(CHy), 29,4 (CH,), 29,5 (CHy), 29,6 (CH,), 29,7 (CH»), 32,0 (CH,), 33,9
(CHp), 63,6 (CH,), 69,0 (CH), 69,5 (CH), 82,6 (CH), 173,0 (C=0),
176,0 (C=0); Anal. CHN calc. para C17H3,0¢ (%): C, 61,8; H, 9,2; exp.
(%): C, 60,7; H, 9,4.

4.5.4 — Acilacio da lactona 38 com acetoacetato de etila

/\<_/Y/ M CAL-B M /\g
oy ——
oH acetoacetato de efila  (2¢S0Ntila), 24 h

3 35°C, 150 rpm Etano'
620

Lactona 38 (74,0 mg, 0,50 mmol) e acetoacetato de etila (0,190
mL, 1,50 mmol) foram dissolvidos em 10,0 mL de acetonitrila tratada.
A reagdo foi iniciada com a adicdo de 10,0 mg de CAL-B e o sistema
agitado por 24 h a 35 °C e 150 rpm. Aliquotas foram retiradas e
analisadas por RMN-'H, conforme descrito no item 5.2.1 para
determinacdo da conversdo (%) ao derivado 5-O-acetoacetil-D-
ribonolactona 62.

Este procedimento também foi realizado empregando 13,0 mL
(100 mmol, 200 equiv.) de acetoacetato de etila na auséncia de
acetonitrila, nas mesmas condig¢des acima.
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4.6 — Reutilizacao da CAL-B na acilacao de 38

A uma solucdo contendo a lactona 38 (74,0 mg, 0,50 mmol) e
acetato de vinila (0,140 mL, 1,50 mmol), ou acido decandico (258 mg,
1,50 mmol), ou acido dodecanodico (300 mg, 1,50 mmol) dissolvidos em
10,0 mL de acetonitrila, adicionou-se a CAL-B (10,0 mg). A reagdo foi
incubada a 35 °C e 150 rpm por 6 ou 24 h, empregando o acetato de
vinila ou os 4cidos carboxilicos, respectivamente. Aliquotas de 1,0 mL
foram retiradas, utilizando micropipeta de 500-5000 pL, e submetidas
aos calculos de conversio (%) por RMN-'H, apés a evaporagio da
acetonitrila. Este procedimento foi repetido por cinco ciclos
subseqiientes. Ao final de cada ciclo, a CAL-B foi retirada do meio
reacional por filtragdo, lavada com acetonitrila para extrair o substrato e
produto remanescentes, ¢ a seguir foi reutilizada.

4.7 — Desacetilacao do derivado 2,3,5-O-triacetil-D-ribonolactona
(61)

A desacetilacdo do derivado triacetilado 61 foi realizada em
duas etapas, que serdo descritas a seguir.

4.7.1 — Sintese da 2,3,5-O-triacetil-D-ribonolactona 61

(o) Q (o)
O
TR SarD § e N |
B . + - A .
HO  ©OH o 16 h, temp. amb. Oy.0 -0 OH
38 anidrido acético 7/ \f acido acético

61 (60%)

A uma solu¢do contendo 1,48 g (10,0 mmol) da D-
ribonolactona 38 ¢ 10,0 mL de piridina tratada, protegida por um tubo
secante de CaCl,, foram adicionados 10,0 mL (100 mmol) de anidrido
acético e deixados sob agitacdo a temperatura ambiente durante um
periodo de 16 h. Em seguida, foram adicionados 25,0 mL de acetato de
etila e 15,0 mL de HCI1 0,100 mol/L. A fase organica foi separada em
funil de separacdo e tratada sucessivamente com 2 x 20,0 mL de
NaHCO; sat., 20,0 mL de H,O ¢ 20,0 mL de solugao saturada de NaCl
(brine). Apds secar a fase orgdnica com Na,SOs o solvente foi
evaporado e o residuo coevaporado em etanol por duas vezes. Foi obtido
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um o6leo amarelo e a l-lactona 61 caracterizada com pureza > 98%.
Rendimento de 60%. RMN-'H (DMSO-dg): 6 2,07 (s, 3H), 2,10 (s, 3H),
2,11 (s, 3H), 4,36 (d, 3,6 Hz, 2H), 4,88 (t, 3,6 Hz, 1H), 5,46 (d, 6,2 Hz,
1H), 5,80 (d, 6,2 Hz, 1H); “C-NMR (DMSO-dy): & 20,3 (CHj), 20,8
(CH3), 60,6 (CH,), 67,2 (CH), 70,9 (CH), 84,0 (CH), 169,4 (C=0),
170,0 (C=0), 171,7 (C=0).

4.7.2 — Etanolise da 2,3,5-O-triacetil-D-ribonolactona 61

5
(0] (0]
PN o HO/\gO 0
CAL-B

O

2
2 5 o < P
YO O\fo etanol  35°C, 150 rpm 7\/0 OR acetato de etila
61

58 ou 63 (60%)

Derivado R
58 H
63 Ac

A uma solugdo contendo a lactona triacetilada 61 (140 mg, 0,50
mmol) em 5,00 mL de etanol 95% foram adicionados 70,0 mg de CAL-
B. A mistura reacional foi incubada a 35 °C e 150 rpm. Aliquotas foram
periodicamente retiradas (0-6 h) para determinagdo das conversdes (%)
por RMN-'H.

Paralelamente, o composto 61 foi submetido as mesmas
condi¢Oes reacionais acima durante 6 h, a CAL-B filtrada e o derivado
diacetilado 63 separado do meio reacional por cromatografia em coluna,
empregando silica 70-230 Mesh e acetato de etilazhexano 1:3 como
eluente. Foi obtido um 6leo amarelo com rendimento de 60%. RMN-'H
(DMSO-dg): 6 2,09 (s, 6H), 3,71 (m, 2H), 4,68 (m, 1H), 5,42 (d, 6,0 Hz,
1H), 5,59 (t, 6,0 Hz, 1H, troca com D,0), 5,78 (d, 6,0 Hz, 1H).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A D-ribono-1,4-lactona (38) foi submetida a reagdes de acilagdo
e etanodlise empregando diferentes hidrolases e micélios de fungos da
regido amazodnica, além de diversos doadores acila e solventes
organicos. Em geral, os derivados 5-O-acil-D-ribonolactonas foram os
produtos obtidos majoritariamente, como por exemplo, a 5-O-acetil-D-
ribonolactona (54).

5.1 — Espectros de RMN-'H e *C da D-ribono-1,4-lactona 38

A lactona 38 encontra-se comercialmente disponivel, e seus
espectros de RMN-'H sdo comumente apresentados em D,O como
solvente. Devido a sua pouca solubilidade em CDCI; e ao fato de que
os espectros em D,0O possuem um sinal intenso de agua em 4,79 ppm,
regido onde estdo concentrados os sinais dos derivados acilados de 38,
neste trabalho as analises de RMN-'H e "°C foram efetuadas em DMSO-
ds. Outro inconveniente nas analises de RMN-"H de 38 e seus derivados
acilados em D,0O refere-se ao fato de que os hidrogénios hidroxilicos
ndo sdo observados empregando este solvente.

A Figura 23 mostra a ampliagdo (3,0-6,5 ppm) do espectro de
RMN-'H da lactona 38. Os hidrogénios ligados aos carbonos 2, 4,3 ¢ 5
tém os sinais centrados em 4,42 (dd, 5,6 ¢ 7,6 Hz), 4,23 (t, 3,6 Hz), 4,11
(dd, 3,6 ¢ 5,6 Hz) e 3,58 (m) ppm, respectivamente. Os hidrogénios
hidroxilicos das posi¢oes 2, 3 e 5 t€ém os sinais em 5,75 (d, 7,6 Hz), 5,36
(d, 3,6 Hz) e 5,17 (t, 5,6 Hz) ppm, respectivamente. Estes tltimos nao
sdo detectados quando se adiciona 1-2 gotas de D,O aos tubos de
ressonancia, simplificando as multiplicidades dos sinais remanescentes.
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Figura 23 — Ampliagdo do espectro de RMN-'H da lactona 38 [3,0-6,5 ppm,
DMSO-dg, 400 MHz].

Na Figura 24 esta apresentado o espectro de RMN-"C da
lactona 38. O sinal em 61,2 ppm refere-se ao carbono primario da
posicdo 5. Os sinais em 69,5 ¢ 70,1 ppm sdo relativos aos carbonos 3 e
4. Os sinais dos carbonos 2 e carbonilico sdo observados em 86,1 e
177,2 ppm, respectivamente.
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Figura 24 — Espectro de RMN-""C da lactona 38 [DMSO-d;, 100 MHz].

5.2 — Acetilacio da D-ribono-1,4-lactona 38 catalisada por
hidrolases e micélios

Em reagdes de acetilagdio da lactona 38, sete derivados
acetilados podem ser obtidos, desconsiderando os produtos provenientes
da abertura do anel, com consequente formagdo de estruturas ciclicas de
seis membros ou de estereoisdmeros. Trés destes sdo os compostos
monoacetilados 5- (54), 3- (58) e 2-O-acetil-D-ribonolactona (64).
Outros trés sdo os diacetilados 2,5- (59), 3,5- (60) e 2,3-O-diacetil-D-
ribonolactona (63). Finalmente, o derivado triacetilado 2,3,5-O-triacetil-
D-ribonolactona (61) também pode ser obtido (Figura 25).

A Figura 25 mostra a equagdo quimica geral da reacdo de
acetilagdo de 38 catalisada por hidrolases e micélios, elencando todos os
possiveis produtos acetilados.
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HO O.__o hidrolases ou micélios RlO O _o
3 2 doador acetila \

solv. org.

HO a OH 35 9C, 150 rpm R0 OR®
Derivado R' R’ R’ | Derivado R' R’ R’
54 Ac H H 61 Ac Ac Ac
58 H Ac H 63 H Ac Ac
59 Ac H Ac 64 H H Ac
60 Ac Ac H

Figura 25 — Acetilag@o de 38 catalisada por hidrolases ou micélios.

A proposta dos estudos que serdo discutidos nos proximos
subitens ¢ a utilizagdo de hidrolases ou micélios para acetilar
seletivamente a lactona 38, variando-se a massa e a procedéncia dos
biocatalisadores, solvente organico ¢ a quantidade de adgua presente no
meio, bem como os doadores acetila empregados.

5.2.1 — Avaliacao de biocatalisadores na acetilacao de 38

Dez lipases, livres ou industrialmente imobilizadas, uma
protease e dois micélios de fungos da regido da Amazdnia foram
testados com relagdo a reatividade e regiosseletividade da reagdo de
acetilag@o da lactona 38 com acetato de vinila. Os resultados obtidos em
funcdo dos sistemas biocataliticos empregados e que apresentaram
atividade estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Acetilacio de 38 com acetato de vinila empregando lipases e
micélios.”

Entrada Biocatalisador Meat Converséo (%)°
(mg) 6h 24h

54 58 59 60| 54 58 59 60
1 CAL-B 10,0 85 - - - | >99 -° - -
2 Lipozyme TL-IM 10,0 16 7 - - 24 5 - -
3 Lipozyme TL-IM 40,0 nd¢ nd nd nd| 85 - - -
4 AK 10,0 10 8 - 6 | 12 8 - 8
5 LPS-C 10,0 19 14 - 11| 28 17 11 16
6 LPS-C* 60,0 32 14 13 14| 46 - 17 23
7 LPS-D 10,0 10 7 - - 13 15 - -
8 LPS-D 40,0 nd nd nd nd 29 23 7 11
9 Micélio UEA_115 10,0 - - - - 8 - - -
10 Micélio UEA_115 40,0 nd nd nd nd| 41 - - -

*Condigdes reacionais: 38 (0,50 mmol), acetato de vinila (1,50 mmol), lipase ou micélio, 35 °C,
150 rpm, acetonitrila (10,0 mL); ®Determinado por RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds);
“Conversio < 1%. “Ndo determinada. °Produto triacetilado 61 (14%), obtido apos 24 h.
'Conversdo (%) apos 72 h.

As conversoes foram dependentes da fonte de hidrolase ou
micélio. Utilizando 10,0 mg das lipases LPS, F-AP15, LCR, LRO e
LAN, assim como a protease de Aspergillus oryzae e o micélio
UEA 53, ndo foi detectada a formacgdo de quaisquer produtos, mesmo
apos 72 horas de reagao.

As reacOes foram relativamente seletivas usando a Lipozyme
TL-IM, porém as conversdes aos derivados monoacetilados 54 ¢ 58
foram baixas (16 ¢ 24% ao 54 ¢ 5 ¢ 7% ao 58 em 6 ¢ 24h,
respectivamente) empregando 10,0 mg deste biocatalisador (Entrada 2).
Entretanto, utilizando 40,0 mg de preparado de Lipozyme TL-IM
observou-se maior seletividade (> 99%) e conversdo (85%) ao produto
54 em 24 h (Entrada 3).
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Wang et al. obtiveram resultados similares na sintese de ésteres
derivados da 5-fluorouridina, na qual a Lipozyme TL-IM foi altamente
seletiva na formacdo dos produtos 5-acilados (99% de regioseletividade)
e com boas conversdes (77,1-98,4%) empregando alcanoatos de vinila
como doadores acila. Porém, as conversoes foram relativamente baixas
(26,8%) quando acetato de vinila foi usado como doador de grupo
acila.”

Empregando a lipase AK (10,0 mg) houve pouca seletividade,
sendo obtidos os produtos 54, 58 e 60, com conversdes baixas (< 12%)
apos 24 h de reacao (Entrada 4).

Na reac¢ao catalisada por 10,0 mg de LPS-C (Entrada 5) obteve-
se 44% de conversdo total a uma mistura de derivados acetilados. Os
produtos 54, 58 ¢ 60 foram obtidos em 6 h com 19, 14 ¢ 11% de
conversdo, respectivamente. Em 24 h houve um aumento na conversao
total para 72%, sendo observada a formagao dos produtos diacetilados
59 (11%), 60 (16%), além dos derivados monoacetilados 54 (28%) ¢ 58
(17%).

Utilizando 60,0 mg de LPS-C, a lactona 38 foi totalmente
consumida, sendo obtida uma mistura dos produtos 54 (46%), 59 (17%),
60 (23%) e 61 (14%), em 24 h de reacdo (Entrada 6). Este resultado foi
extremamente importante para a caracterizacdo dos derivados 58-61,
que foram parcialmente separados por cromatografia em coluna (silica
gel 70-230 mesh e diclorometano:hexano 1:1 como eluente) e
devidamente analisados por RMN-'H. As atribuigdes serdo
minuciosamente discutidas no item 5.4.

Quando se utilizou 10,0 mg da lipase LPS-D, apenas os
produtos monoacetilados 54 e 58 foram obtidos com conversdes < 15%,
tanto em 6 como em 24 h de reagdo. Porém, ao utilizar-se 40,0 mg de
preparado enzimatico, observou-se uma diminui¢do na seletividade e os
derivados 54, 58, 59 ¢ 60 foram obtidos com conversdes > 29%
(Entrada 8).

Empregando 40,0 mg do micélio UEA 115, foi obtida uma boa
conversdo (41%) no produto 54 apdés 72 h de reacdo, com
regiosseletividade > 99%. Este resultado ¢ promissor e novos testes
deverdo ser realizados com o intuito de aperfeicoar processos usando
estes e outros sistemas biocataliticos que estdo disponiveis na floresta
amazoOnica, contando com a colaboracdo do grupo de pesquisa
coordenado pela Profa. Dra. Sandra P. Zanotto do Laboratério de
Bioorganica da UEA (Manaus-AM).
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Os melhores resultados foram obtidos empregando a CAL-B
como catalisador, sendo que as conversdes ao produto monoacetilado 54
foram de 85% e > 99% em 6 e 24 h, respectivamente. Nao foram
detectados os outros derivados, demonstrando que a acetilagdo
catalisada pela CAL-B foi regiosseletiva.

Uppenberg et al. reportaram que a CAL-B possui um canal
bastante estreito e profundo que conduz a cavidade do sitio ativo. A
hidroxila primaria (5-OH) da lactona 38, menos impedida, pode desta
forma se encaixar mais facilmente ao sitio catalitico da CAL-B e
realizar o ataque nucleofilico no intermedidrio acil-enzima. Ao
contrario, as hidroxilas secundarias (2-OH e 3-OH) estdo mais
impedidas para realizar esta etapa, resultando na acetilagdo preferencial
da hidroxila primaria e consequentemente obtendo-se maior
seletividade.'”"

Devido a essa propriedade, a regiosseletividade da CAL-B em
reagoes de acetilagdo de nucleosideos e carboidratos tem sido bem
reportada na literatura. Li et al. observaram que a acetilagdo da
fluxuridina (FUdR) e analogos mediada pela CAL-B ocorreu
preferencialmente na hidroxila menos impedida (S—OH).102

Resultados similares foram também obtidos por Wu et al. na
sintese de derivados de monossacarideos e de pro-farmacos poliméricos
da 5-fluorouridina, na qual a CAL-B demonstrou alta seletividade com
relagdo as hidroxilas primarias.'®’

Estes dados foram também correlatos aos obtidos por Diaz-
Rodriguez et al., que realizaram a sintese regiosseletiva de uma série de
derivados O-crotonil-2’-deoxinucleosideos catalisada pela CAL-B.
Foram obtidas boas conversdes aos produtos 5-acilados, com alta
seletividade.'™*

Observando a Tabela 5, verifica-se que com o uso das lipases
AK e LPS-C obtiveram-se outros derivados além do monoacetilado 54,
entre eles o 3-monoacetilado 58, diacetilados 59 e 60 e triacetilado 61.
No intuito de aumentar a conversdo (%) nos derivados di- ou
triacetilados de 38, foram realizados estudos utilizando misturas de
CAL-B e LPS-C e de CAL-B ¢ AK.
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5.2.1.1 — Utilizac¢io de misturas de lipases na acetilaciio de 38

Para realizar os estudos utilizando misturas de CAL-B e LPS-C
na acetilacdo de 38 com acetato de vinila, cinco estratégias distintas
foram empregadas:

1) Reacdo com 10,0 mg de CAL-B por 24 h, seguida da adigdo
de 60,0 mg de LPS-C por mais 24 h. Os derivados obtidos neste estudo
foram o monoacetilado 54 (75%) ¢ os diacetilados 59 (9%) ¢ 60 (16%),
com conversao total > 99%.

2) Reagdao com 60,0 mg de LPS-C por 24 h, seguida da adi¢ao
de 10,0 mg de CAL-B por mais 24 h. Neste estudo a conversao total foi
de 85%, sendo obtidos os derivados monoacetilados 54 (52%) ¢ 58
(12%) e os diacetilados 59 (8%) ¢ 60 (13%).

3) Reagdo com adigdo simultanea de 10,0 mg de CAL-B ¢ 60,0
mg de LPS-C em 24 h. A conversdo total foi > 99%, obtendo-se os
derivados monoacetilados 54 (61%) e 58 (6%) e os diacetilados 59 (7%)
e 60 (25%).

4) Reagdo com adig@o simultanea de 2,00 mg de CAL-B e 8,00
mg de LPS-C por 6 h. Neste estudo obteve-se apenas 17% de conversdo
ao derivado monoacetilado 54.

5) Reacdo com adicao simultanea de 8,00 mg de CAL-B e 2,00
mg de LPS-C por 6 h. Apenas o produto monoacetilado 54 foi obtido
com 51% de conversao.

De maneira geral, com a utilizagdo das misturas de CAL-B e
LPS-C, observou-se a formagao majoritaria do derivado monoacetilado
54. Portanto, ndo houve vantagem do ponto de vista da
regiosseletividade na utilizagdo destas enzimas no mesmo frasco
reacional.

Os mesmos procedimentos foram realizados utilizando
misturas de CAL-B e lipase AK, e os resultados também ndo foram
satisfatdrios, com a obtencdo majoritaria (20-70 %) do derivado 54 e de
pequenas quantidades (7-26%) de 58 e 60.

Portanto, considerando os resultados apresentados nos dois
ultimos subitens, que evidenciam a regiosseletividade da lipase B de
Candida antarctica (CAL-B) na acetilacdo de 38, esta lipase foi
selecionada para a realizacao dos estudos subsequentes.
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5.2.2 — Efeito do solvente orginico na acetilaciio de 38

Estd bem documentado na literatura que a atividade das lipases
¢ fortemente afetada pela escolha do solvente organico.'”'” O
logaritmo do coeficiente de particdo de um solvente em um sistema
padrdo de duas fases octanol/agua (log P) ¢ o parametro mais utilizado
para classificar os solventes em reagdes biocatalisadas. Empregando
enzimas hidroliticas, em geral recomenda-se o uso de solventes apolares
(log P > 4,0) que tendem a aumentar as velocidades de reagdes
biocatalisadas. Os solventes polares (log P < 2,5) ndo sdo os mais
adequados, podendo retirar a microcamada a%uosa que envolve a
estrutura terciaria da enzima, desnaturando-a. 108,10

Visando avaliar o efeito do meio reacional na acetilagdo da
lactona 38 catalisada pela CAL-B, foram empregados cinco solventes
organicos aproticos polares, considerando que o substrato é insoltuvel
em solventes de baixa polaridade. Acetonitrila, acetona, THF, dioxano e
DMF foram selecionados para a acetilagdo de 38 com acetato de vinila
como doador de grupo acetila (Tabela 6).

Tabela 6 — Efeito do solvente na acetilagdo de 38 catalisada por CAL-B.

Entrada Solvente log P* Conversio (%)’ - 54
1 Acetonitrila -0.33 72
2 THF -0.49 68
3 Acetona -0.23 61
4 Dioxano® -1.1 44
5 DMF -1.0 <1

"Ref. 112. "Determinada por RMN-'H (400 MHz, DMSO-d,). “Mistura de compostos: 54
(44%), 58 (9%) e 60 (6%).

Os resultados mostraram que nao houve relagdo direta entre log
P ¢ as conversdes ao produto. Utilizando os solventes menos polares
(log P > -0,49), tais como acetona, acetonitrila ¢ THF, o derivado 5-
monoacetilado 54 foi obtido seletivamente com conversdes de 61-72%
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(Entradas 1-3). Empregando-se dioxano (log P = -1,1), observou-se
tanto a diminui¢do na regiosseletividade quanto na conversdo em 54,
sendo detectada também a formagdo dos derivados 58 ¢ 60 (Entrada 4).
Ao usar DMF (log P = -1,0) ndo foi detectada a formagdo de 54 ou de
outro produto mono-, di- ou triacetilado (Entrada 5).

E importante salientar que varios trabalhos na literatura
mostram a utilizagdo de solventes toxicos, de mais alto custo ou de alto
ponto de ebulicdo, como piridina, DMSO ou o proprio DMF,
dificultando o isolamento dos produtos e incorrendo em uma pratica
quimica nao sustentavel. Os solventes utilizados neste trabalho, exceto
DMF, sao todos de baixo ponto de ebulicdo, o que facilita a separagao
dos produtos para analise ou purificagdo. Devido a maior conversdo
obtida empregando acetonitrila (Entrada 1), esse solvente foi
selecionado para os estudos posteriores.

Outro parametro relevante, sobretudo para as reagdes de
acilacdo catalisadas por lipases, ¢ a quantidade de agua presente no meio
reacional. A dgua tem um papel importante no controle da atividade das
enzimas em meio orginico. E descrito na literatura que as lipases
possuem uma monocamada de dgua em sua superficie, ou agregados em
torno dos grupos carregados da proteina, que mantém a conformagio
nativa, mesmo em solventes organicos. A quantidade ideal de agua
necessaria depende de varios fatores, tais como o tipo de solvente,
substrato e suporte solido (se imobilizada), a polaridade do sitio ativo da
enzima ¢ as condi¢des de reag:ﬁo.1 ' No entanto, a presenca de agua no
meio reacional pode diminuir a quantidade de produto acilado em
reagdes de acilacdo catalisadas por lipases, deslocando o equilibrio no
sentido da hidrdlise e produzindo os acidos carboxilicos
correspondentes.' !

Portanto, a acetilacdo de 38 com acetato de vinila catalisada
pela CAL-B foi estudada com a adi¢do de 27,0 pL (3 equiv.) de agua,
para verificar se a presen¢a de uma pequena quantidade deste solvente
influencia na converséo e seletividade da reagdo. Os dados de conversao
(%) em funcdo do tempo, na presenga e auséncia de agua, estdo
apresentados na Figura 26.
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Figura 26 — Influéncia do tempo na acetilagdo regiosselectiva de 38 em
acetonitrila tratada (m) e em acetonitrila + agua (27,0 uL; 1,50 mmol) (e) [38
(0,50 mmol), acetato de vinila (1,50 mmol), CAL-B (10,0 mg, 100 Unidades),
acetonitrila (10,0 mL), 35 °C, 150 rpm)].

Embora a conversdo ao produto 54 (~ 50% apos 24 h) tenha
sido inferior a obtida usando acetonitrila tratada (> 99%, 24 h), a
regiosseletividade do processo (> 99%) foi inteiramente mantida. Os
resultados apresentados mostram também que a conversdo ao derivado
54 empregando acetonitrila tratada aumentou rapidamente nas primeiras
6 h (até ~ 85%), alcangando um platd a partir desse tempo e atingindo
conversdo quantitativa (> 99%) ap6és 24 h. Assim, considerando os
resultados obtidos, utilizou-se a acetonitrila tratada em 6 h de reagéo
nos estudos subsequentes.

5.2.3 — Influéncia da massa da CAL-B na acetilacdo de 38

A influéncia da quantidade de CAL-B na acetilagdo
regiosseletiva de 38 com acetato de vinila em acetonitrila tratada foi
avaliada na faixa de 0-50 mg (0-500 Unidades). Os resultados,
apresentados na Figura 27, mostram que foi obtida boa conversdo
(85%) ao produto monoacetilado 54 empregando apenas 10,0 mg (100
U) de CAL-B em 6 h de reagdo. Portanto, para propositos praticos nao é
necessario o emprego de uma quantidade maior de catalisador (200 a
500 unidades). Dessa forma, a relag@o substrato e catalisador utilizada
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nos experimentos posteriores foi fixada em 0,50 mmol da lactona 38 ¢
10,0 mg de CAL-B.

Conversao (%)

0 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500

CAL-B (Unidades)

Figura 27 — Influéncia da quantidade de CAL-B na acetilacdo de 38 [38 (0,50
mmol), acetato de vinila (1,50 mmol), CAL-B (0-50,0 mg; 0-50 Unidades),
acetonitrila tratada (10,0 mL), 35 °C, 150 rpm, 6 h].

5.2.4 — Influéncia da quantidade e do tipo de doador de grupo
acetila

A metodologia empregada nos itens anteriores foi estendida
para outros doadores acetila (anidrido, éster ou acido carboxilico), na
qual o tipo e a quantidade do reagente foram avaliados na acetilagdo
regiosseletiva da lactona 38 com CAL-B como biocatalisador. Duas
condi¢des foram empregadas para a realizagdo das biotransformagdes.
Na primeira, a razdo molar doador de grupo acetila:substrato foi de 3:1 e
acetonitrila foi usada como solvente. Na segunda, um grande excesso do
doador de grupo acetila (200 eq.) foi empregado na auséncia de
solvente. As conversdes ao derivado S-monoacetilado 54 sdo
apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Influéncia do doador de grupo acetila na acetilagio de 38.

Entrada Doador de grupo acetila Conversio (%)” - 54
3:1%° 200:1>¢
1 Acetato de vinila 85 >99
2 Acetato de isopropenila 28 75
3 Acetato de etila 23 53
4 Anidrido acético 52 16°
5 Acido acético <5% <5%

*Determinada por 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d;). "Razio molar do doador de grupo
acetila:substrato 38. ‘Condigdes reacionais: 38 (0,50 mmol), doador de grupo acetila
(1,50 mmol), acetonitrila (10,0 mL), CAL-B (10,0 mg), 35 °C, 150 rpm, 6 h.
dCondigdes reacionais: 38 (0,50 mmol), doador de grupo acetila (100 mmol), CAL-B
(10,0 mg), 35 °C, 150 rpm, 6 h. “Mistura de produtos: 54 (16%), 58 (32%) e 60
(27%).

Boas conversdes e regiosseletividade foram obtidas
empregando a maior parte dos doadores acetila (Entradas 1 a 4). A
maior conversdo ao derivado 54 foi obtida usando acetato de vinila em
ambas as condi¢des avaliadas (Entrada 1). Com acetato de isopropenila
boas conversdes foram obtidas apenas quando este doador de grupo
acetila foi usado em excesso (Entrada 2).

Usando acetato de etila em excesso, foi obtida boa conversdo
(53%). Este resultado torna esta metodologia interessante do ponto de
vista econdmico, pois este solvente apresenta baixo custo. Quando
acetato de etila foi usado na razdo molar de 3:1 obteve-se menor
conversao (23%) (Entrada 3).

Anidrido acético também foi utilizado como doador de grupo
acetila, mas a sua alta reatividade (mesmo na auséncia de catalisador) 12
dificulta o uso em grande excesso, devido a formagdo dos subprodutos
58 e 60 (Entrada 4). No entanto, ao utilizar anidrido acético:38 (3:1) em
acetonitrila, a regiosseletividade aumentou e o derivado 54 foi obtido
com conversdo moderada (52%).

Como esperado, acido acético foi pouco eficiente como doador
de grupo acetila e as conversdes foram < 5% sob ambas as condigdes
experimentais (Entrada 5). Este resultado pode ser explicado pela
tendéncia de alguns acidos carboxilicos, tais como acético e propidnico,
atuarem como inibidores potentes da atividade das lipases, pela remogao
parcial da microcamada aquosa que estabiliza estas enzimas ou pela
alteracdo do pH do sitio catalitico. Estas propriedades contribuem para a
diminui¢do observada na atividade enzimatica.' "
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5.2.5 — Sintese, purificacio e caracterizacdo da 5-0-acetil-D-
ribonolactona (54)

Com as condigdes reacionais otimizadas nos ultimos itens,
realizou-se a sintese, isolamento e caracterizagdo do derivado
monoacetilado 54. Salienta-se que este composto ndo ¢ inédito na
literatura, sendo sintetizado por Joullié" et al. a partir da dissolugao da
lactona 38 em solucdo contendo 20% de brometo de hidrogénio em
acido acético, e por Sa'* ez. al. empregando anidrido acético e piridina e
protocolos de prote¢do e desprotecao da lactona 38. No entanto, a sua
preparacdo de maneira seletiva, empregando um biocatalisador ndo se
encontrava descrita até a realizagdo deste trabalho. A sintese foi
realizada em uma etapa empregando 0,50 mmol da lactona 38, 3 equiv.
de acetato de vinila, 10,0 mg de CAL-B e¢ 10,0 mL de acetonitrila
tratada, a 35 °C, sob agitacdo de 150 rpm durante 24 h.

O produto 54 foi obtido como sélido branco e amorfo com
rendimento de 94%, apds recristalizagdo em acetona. Para a
caracterizagdo do produto 54, amostras foram submetidas as analises de
CHN, IV, RMN-'He “Ce difragdo de raios X (ver item 4.4.5).

Os resultados da analise elementar do derivado 54 mostram que
ndo houve discrepancia entre os valores calculados para C (%) ¢ H (%)
da féormula molecular C;H;9O¢ com os obtidos experimentalmente.

O espectro de IV apresenta duas bandas bem intensas e
sobrepostas (deformagao axial C=0) em 1760 e 1749 cm’”, referentes as
duas carbonilas dos grupos éster do produto 54; uma ¢ caracteristica da
lactona e a outra da carbonila do grupo acila. A diminui¢do da
intensidade da banda larga (deformagdo axial O-H, com liga¢des de
hidrogénio intermolecular), presente no espectro da lactona 38 em 3500-
3000 cm’™, e a presenca de duas bandas de menor intensidade em 3476 ¢
3289 cm’', sdo fortes evidéncias da acetilagdo do reagente 38 (Figura
28).
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Figura 28 — Espectro de IV do derivado monoacetilado 54 [pastilha de KBr].

A Figura 29 mostra o espectro de RMN-'H do derivado 54 em
DMSO-ds. Observa-se um singleto centrado em 2,03 ppm, relativo aos
trés hidrogénios da metila do grupo acila. Na regido entre 4,0-4,5 ppm
observa-se um conjunto de sinais referentes aos hidrogénios ligados aos
carbonos 2, 3, 4 e 5 do anel da lactona, totalizando cinco hidrogénios.
Salienta-se que a lactona de partida 38 (Figura 23, pag. 50) tem um
multipleto centrado em 3,58 ppm, referente aos dois hidrogénios ligados
ao carbono 5 do anel. No espectro do derivado 54 os mesmos
hidrogénios tém seus sinais (dois duplos dubletos centrados em 4,12 e
4,23 ppm) deslocados aproximadamente 0,6 ppm. Este comportamento
evidencia a acetilagdo na posi¢ao 5 do anel da lactona 38.

Outros sinais que corroboram com esta afirmagéo sdo os dois
dubletos centrados em 5,88 e 5,58 ppm relativos aos hidrogénios
hidroxilicos das posi¢des 2 e 3 do anel, respectivamente. No espectro da
lactona 38 (Figura 23) estes dubletos estdo centrados em 5,75 e 5,36
ppm, respectivamente. O tripleto centrado em 5,17 ppm, referente ao
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hidrogénio hidroxilico da posi¢do 5 do anel da lactona 38, ndo é
observado no espectro do derivado monoacetilado 54. As ampliag¢des
referem-se aos sinais dos hidrogénios hidroxilicos e metilénicos do anel.
Repetindo a andlise com a adi¢do de uma pequena quantidade
de D,0O, os sinais dos hidrogénios hidroxilicos ndo foram mais
observados. A analise de COSY (Anexo 2) auxiliou na atribui¢do de
todos os sinais do espectro relativos aos hidrogénios do derivado 54.
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Figura 29 — Espectro de RMN-'H do derivado monoacetilado 54 [DMSO-d,
400 MHz].

No espectro de RMN-"C (Figura 30), em DMSO-ds, todos os
sinais foram atribuidos aos respectivos carbonos do derivado
monoacetilado 54. O espectro foi comparado com o da lactona 38 no
mesmo solvente (Figura 23, pag. 50). Os sinais desblindados em 176,6
e 171,0 ppm referem-se aos carbonos carbonilicos das fungdes lactona e
éster, respectivamente. O sinal centrado em 63,6 ppm refere-se ao
carbono primario da posi¢do 5. Os sinais em 68,9 ¢ 69,4 ppm foram
atribuidos aos carbonos 3 e 4, e em 82,7 ppm ao carbono 2 do anel da
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lactona. O sinal relativo ao grupo metila é observado em 21,1 ppm. A
andlise de DEPT (Anexo 3) auxiliou na atribui¢do dos sinais de "C do
derivado 54.
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Figura 30 — Espectro de RMN-"C do derivado monoacetilado 54 [DMSO-ds,
100 MHz].

A analise de difracdo de raios X de uma amostra cristalina do
derivado 54, obtida apds recristalizagdo em acetona, também foi
realizada em colaboracdo com o Prof. Dr. Adailton J. Bortoluzzi,
certificando a acetilacdo regiosseletiva na posicao 5 do anel da lactona
38 (ORTEP, Anexo 1).

Os dados cristalograficos estdo apresentados no Anexo 1.
Salienta-se que a numeracdo atribuida aos atomos do derivado 54 no
ORTEP néo corresponde & ordem numérica dos atomos de carbono do
anel da lactona 38 e de seus derivados acilados.
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5.3 — Etanolise da 2,3,5-O-triacetil-D-ribonolactona 61

As reacdes de desacetilagdo da lactona triacetilada 61 foram
realizadas através de uma metodologia quimio-enzimatica em duas
etapas. Primeiramente, foi efetuada a peracetilagdo da D-ribonolactona
38 com anidrido acético e piridina (Py). Subsequentemente, a | [-lactona
61 foi submetida a reagdes de transesterificacdo com etanol catalisada
pela CAL-B. O produto majoritario obtido ao final das duas etapas foi a
2,3-0-diacetil-D-ribonolactona 63.

A 2,3,5-O-triacetil-D-ribonolactona 61 foi preparada a partir da
peracetilacdo de 38 com anidrido acético a temperatura ambiente, em
agitacdo por 16 h''* (metodologia adaptada da ref. 114 que emprega
anidrido acético e solugdo aquosa de acido perclorico 60%). Foi obtido
um oleo amarelo com 60% de rendimento. A caracterizagdo do produto
61 foi realizada por RMN-'H mostrando pureza > 98% (Figura 31).

Os singletos em 2,07, 2,09 e 2,11 ppm correspondem aos nove
hidrogénios das metilas dos trés grupos acetila do derivado triacetilado
61. Os dubletos centrados em 5,80 ¢ 5,46 ppm foram atribuidos aos
hidrogénios das posig¢des 2 e 3 do anel, respectivamente. Atribui-se ao
hidrogénio ligado ao carbono 4 o tripleto em 4,88 ppm, e aos dois
hidrogénios ligados ao carbono 5, o dubleto em 4,36 ppm.

Relacionando os sinais do produto triacetilado 61 com os da
lactona 38 (Figura 23, pag. 50), observa-se que todos os sinais
referentes aos hidrogénios metilénicos deslocaram-se cerca de 1,0 ppm e
os sinais dos hidrogénios hidroxilicos de 38 ndo sdo mais observados no
espectro de 61.
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Figura 311 — Espectro de RMN-"H do derivado triacetilado 61 [DMSO-dg, 200
MHz].

A subsequente solvolise da y-lactona peracetilada 61
empregando 5,00 mL de etanol 95% como solvente/reagente ¢ CAL-B a
35 °C formou a 2,3-O-diacetil-D-ribonolactona 63 como produto
majoritario.

A Figura 32 mostra a sobreposi¢do das ampliagdes (4,0-6,0
ppm) dos espectros de RMN-'H de aliquotas da reacdo retiradas em 0,
30, 120 360 min, destacando os valores de conversdo ao derivado 63 do
lado direito dos espectros. O composto 3-monoacetilado 58 também foi
detectado em pequenas quantidades (< 15%).
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Figura 32 — Espectros ampliados de RMN-'H de aliquotas da reagdo da
etanolise do derivado 61 catalisada pela CAL-B [4,0-6,0 ppm, DMSO-ds, 200
MHz].

No inicio da reacdo (0 min) observam-se apenas os sinais
referentes ao precursor 61. Em 30 min os derivados 63 e 58 foram
detectados com conversdes de 23 e 3%, respectivamente. No tempo de
120 min os derivados 63 ¢ 58 foram obtidos com 50 e 14% de
conversdo, respectivamente. Em 360 min quase todo composto 61 foi
consumido, obtendo-se uma mistura de 75% do derivado 63 ¢ 15% do
derivado S8.

69



O derivado 63 foi sintetizado via etandlise de 61 catalisada pela
CAL-B em escala preparativa. Apos 6 h, o biocatalisador foi filtrado e a
lactona 63 separada do meio reacional por cromatografia em coluna
conforme descrito no item 4.7.2. Foi obtido um o6leo amarelo com
rendimento de 60%. A Figura 33 mostra o espectro de RMN-'H do
derivado diacetilado 63.

f l I
10.0 5.0 0.0

3 (ppm)

Figura 33 — Espectro de RMN-"H do derivado diacetilado 63 [DMSO-d;, 200
MHz].

O singleto em 2,09 ppm refere-se aos seis hidrogénios das
metilas dos dois gupos acetila. Os dubletos centrados em 5,78 e 5,43
ppm foram atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos 2 e 3, e os
multipletos em 4,68 e 3,71 ppm aos hidrogé€nios ligados aos carbonos 4
e 5, respectivamente. O tripleto em 5,58 ppm foi atribuido ao hidrogénio
hidroxilico 5, ndo sendo mais observado ap6s a adi¢do de D,O.

Foi também realizada a andlise de RMN-"C do derivado
diacetilado 63 (Figura 34).
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Figura 34 — Espectro de RMN-"C do derivado diacetilado 63 [50 MHz,
DMSO-dg].

Os sinais referentes aos carbonos das metilas sdo observados
em 20,3 e 20,8 ppm. Na regido entre 60,6 e 84,0 ppm estdo os sinais dos
carbonos 2, 3, 4 ¢ 5. Os trés carbonos carbonilicos sdo observados em
169,4,170,0 e 171,7 ppm.

A sintese do composto 63 ainda ndo foi reportada na literatura e
esta metodologia simples e eficiente devera ser aprimorada com relagdo
a quantidade de CAL-B, o tipo de alcool e a fonte de biocatalisador.

No proximo subitem sera descrito como foram identificados os
derivados acetilados da lactona 38, empregando a técnica de RMN-'H.
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5.4 — Determinacao dos derivados acetilados da D-ribonolactona 38
por RMN-'"H

O objetivo deste topico € mostrar como foram identificados os
derivados acetilados de 38 empregando RMN-'H. A apresentagio dos
espectros foi padronizada para facilitar a compreensdo, seguindo
algumas regras gerais:

1) Todas as analises foram realizadas empregando DMSO-d;
como solvente. O sinal referente aos hidrogénios do DMSO e da agua
presente neste solvente estdo em 2,5 e ~ 3,5 ppm, respectivamente;

2) Todas as ampliagdes foram feitas na regido entre 3,0-6,5
ppm. Nesta regido observam-se os hidrogénios ligados aos carbonos 2,
3,4 ¢ 5 do anel e também os hidrogénios hidroxilicos, tanto da lactona
38 como dos seus derivados acetilados. Portanto, os sinais dos
hidrogénios do DMSO nd3o s3o observados nesta faixa, nem os
hidrogénios dos grupos metila, ndo menos importantes, que sdo
observados como singleto, ou conjunto de singletos, em ~ 2 ppm;

3) As atribui¢des dos sinais dos derivados acetilados foram
realizadas por comparagdo com o espectro da lactona 38, considerando
os efeitos de desblindagem dos hidrogénios, decorrente da acetilagdo
do(s) grupo(s) hidroxila;

4) Os hidrogénios metilénicos estdo destacados em azul e os
hidroxilicos destacados em vermelho nos espectros e nas estruturas de
cada composto. Ambos estdo representados por niimeros que se referem
a posi¢ao dos carbonos no anel que caracteriza o grupo ribonolactona.

A seguir serdo mostradas as ampliagdes dos espectros de RMN-
'H para os compostos identificados neste trabalho.

» 5-0-acetil-D-ribono-1,4-lactona (54)

O derivado monoacetilado 54 foi sintetizado, isolado e
caracterizado por RMN-'H, entre outras analises. Na amplia¢do do seu
espectro (Figura 35), observam-se varios sinais relevantes para a sua
caracterizagdo, cujas atribui¢des aos respectivos hidrogénios metilénicos
e hidroxilicos foram apresentadas no subitem 5.2.5.
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Figura 35 — Ampliagdo do espectro de RMN-'H do derivado monoacetilado 54
[3,0-6,5 ppm, DMSO-d;, 400 MHz].

> 2,3,5-O-triacetil-D-ribono-1,4-lactona (61)

O derivado triacetilado 61 foi preparado a partir da reacdo entre
a D-ribonolactona 38 e anidrido acético, em piridina.115 O produto foi
tratado e caracterizado por RMN-'H, conforme descrito no item 5.3. A
Figura 36 mostra a ampliagio do espectro de RMN-"H do derivado 61.
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Figura 36 — Ampliacdo do espectro de RMN-'H do derivado triacetilado 61
[3,0-6,5 ppm, DMSO-d;, 400 MHz].

> 2,5-(59) e 3,5-0-diacetil-D-ribono-1,4-lactona (60)

Os compostos diacetilados 59 e 60 ndo foram isolados, mas
identificados em uma mistura contendo também os derivados mono- 54
e peracetilado 61. A mistura foi obtida na acetilagdo da D-ribonolactona
38 com acetato de vinila, empregando 60,0 mg de LPS-C como
catalisador.
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A Figura 37 mostra a ampliagio do espectro de RMN-"H de
uma aliquota retirada em 24 h de reagéo.

PP FC

F—————

2+H-3(61) |

3’

Figura 37 — Ampliagio do espectro de RMN-'H da aliquota de 24 h da
acetilagdo de 38 catalisada por LPS-C [3,0-6,5 ppm, DMSO-d;s, 400 MHz].

A auséncia de sinais na regido entre 3,5-3,8 ppm descarta a
formagd@o dos derivados desacetilados na posi¢ao 5 do anel, excluindo
também a presenca da lactona de partida 38, que foi toda transformada
aos produtos (conversdo total > 99%). Dos sete possiveis produtos de
acetilagdo de 38 (Figura 25, pag. 53), restaram apenas os derivados 54,
59, 60 ¢ 61. Destes quatro, os derivados monoacetilado 54 e triacetilado
61 foram previamente isolados e atribuidos os sinais dos seus
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hidrogénios no espectro de RMN-'H (Figuras 35 e 36). Estes sinais
estdo destacados no espectro da Figura 37.

Os dubletos centrados em 6,27 e 5,97 ppm foram atribuidos,
respectivamente, aos hidrogénios hidroxilicos 3 e 2” dos derivados 59 e
60. Estes sinais ndo foram observados apds a adigdo de D,0O. A
sobreposicdo dos sinais em 5,44 ppm foi atribuida aos hidrogénios
ligados ao carbono 2 do derivado diacetilado 59 e ao carbono 3 do
derivado triacetilado 61. O duplo dubleto centrado em 5,30 ppm foi
atribuido ao hidrogénio 3’ (ligado ao carbono 3) do derivado 60.

Desta mistura, foi possivel por cromatografia em coluna (silica
gel 70-230 mesh), empregando diclorometano:hexano 1:1 como eluente,
separar apenas o derivado triacetilado 54. O espectro da mistura
remanescente (61+59+60) esta apresentado no Anexo 4. As analises de
COSY desta nova mistura (Anexo 5) corroboram com as atribuigdes
realizadas, mostrando correlagdo entre os sinais dos hidrogénios dos
derivados diacetilados 59 e 60.

» 3-0-acetil-D-ribono-1,4-lactona (58)

O derivado monoacetilado 58 também ndo foi isolado, mas
identificado pela analise de RMN-'H de uma aliquota da reagdo de
acetilacdo da lactona 38 com acetato de vinila, catalisada pela LPS-C
(Figura 38).

Em 6 h de reacdo observou-se a formag¢do de uma mistura de
produtos, os quais foram identificados como os derivados diacetilados
59 e 60 ¢ os monoacetilados 54 e 58. A lactona precursora 38 nao foi
completamente consumida, sendo identificados os sinais dos respectivos
hidrogénios no espectro.

O dubleto e o tripleto centrados em 6,15 e 5,47 ppm foram
atribuidos aos hidrogénios hidroxilicos 2 e 5 do derivado S8,
respectivamente. Estes sinais ndo foram mais observados apds a adicao
de D,0. O sinal relativo ao hidrogénio 3 deste derivado estd sobreposto
aos do hidrogénio hidroxilico da posi¢ao 3 do anel de 38, e a0 metinico
da posi¢do 3 do derivado 60, na regido entre 5,30-5,38 ppm. O sinal
referente ao hidrogénio 5 est4 centrado em 3,63 ppm.
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Figura 38 — Ampliacdo do espectro de RMN-'H de aliquota de 6 h da
acetilacao de 38 catalisada por LPS-C [3,0-6,5 ppm, DMSO-ds, 400 MHz].

» 2,3-0O-diacetil-D-ribono-1,4-lactona (63)

O derivado diacetilado 63 foi identificado pela analise de RMN-
'H de uma aliquota retirada apds 6 h de reagdo de etandlise do derivado
triacetilado 61, empregando CAL-B como catalisador (ver item 4.8.2).
Uma mistura de produtos foi obtida e a lactona triacetilada 61 ndo foi
totalmente consumida. Na ampliacdo do espectro foram atribuidos os
sinais aos hidrogénios dos derivados diacetilado 63 e monoacetilado 58,
assim como um sinal correspondente ao triacetilado 61. Os demais
sinais referentes a 61 estdo sobrepostos, e ndo puderam ser detectados
(Figura 39).
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Figura 39 — Ampliagdo do espectro de RMN-'H de aliquota de 6 h da etandlise
de 61 catalisada pela CAL-B [3,0-6,5 ppm, DMSO-d;, 200 MHz].

Desta mistura, o derivado diacetilado 63 foi isolado, conforme
descrito no item 5.3, ¢ a Figura 40 mostra a ampliacdo do espectro de
RMN-'H.
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Figura 40 — Ampliagio do espectro de RMN-'H do derivado diacetilado 63
[3,0-6,5 ppm, DMSO-dj, 200 MHz].

Considerando as atribuicdes apresentadas neste subitem,
salienta-se que dos sete derivados acetilados de 38, apenas o composto
64, monoacetilado na posi¢do 2 do anel, ndo foi detectado. Os outros
derivados foram isolados, ou identificados em misturas de produtos.

Na Figura 25 (pag. 53) estdo destacados em azul os produtos
que foram isolados, e em verde os que foram apenas identificados em
misturas, porém ndo isolados. Portanto, neste trabalho foram detectados
os derivados monoacetilados 54 e 58, os diacetilados 59, 60 e 63, € o
triacetilado 61.

Outro aspecto relevante nos espectros apresentados ¢é a relagdo
entre os hidrogénios hidroxilicos com suas constantes de acoplamento
(J). Os hidrogénios hidroxilicos das posi¢des 2 do anel tém seus
dubletos com J entre 7,6-8,0 Hz, enquanto os dubletos dos hidrogénios
da posi¢ao 3 tém J entre 3,6-4,4 Hz. Estes valores diferentes de J s@o
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devidos provavelmente a conformagdo do anel da lactona em solugdo,
que orienta uma das hidroxilas na posi¢do equatorial e a outra na axial,
influenciando nos angulos diedros (H-O-C-H) dos hidrogénios que
acoplam entre si.' "

5.5 — Quantificaciio dos derivados acetilados de 38 por RMN-'"H

As conversdes (%) aos derivados que compdem as misturas
obtidas nas acetilagdes de 38 foram realizadas dividindo a integral
média dos sinais correspondentes a determinado derivado (Ig) pelo
somatorio das integrais médias dos outros derivados (Z I,,), conforme a
Equacéo 3. Quando a lactona 38 for um dos componentes da mistura, a
integral média dos seus respectivos sinais também faz parte do
somatorio.

Conv. (%) = [Imi/ ( )] x 100 Eq.3

Como exemplo, cita-se a determinagdo da conversdo (%) ao
derivado monoacetilado 54. No subitem anterior observou-se que 0s
hidrogénios hidroxilicos da lactona 38 (Figura 23, pag. 50), assim como
do derivado 54 (Figura 29, pag. 64), possuem sinais bem destacados e
com boa resolug¢do no espectro de RMN-'H em DMSO-d, na regiao
compreendida entre 5 e 6 ppm.

Nesse caso, os calculos de conversdo consistem na razdo entre
as integrais médias (I,3g) dos trés sinais (dois dubletes e um triplete) dos
trés hidrogénios hidroxilicos (2, 3 e 5) da lactona 38 e as integrais
médias (I,,54) dos dois dubletes referentes aos respectivos hidrogénios no
produto 54 (2’ e 3”), conforme descrito na Equacéo 4.

Conv. (%) = [Img,s / (Im33 + Im54)] x 100 Eq. 4

A Figura 41 mostra as ampliagdes dos espectros de RMN-'H,
entre 5 ¢ 6 ppm, de trés aliquotas da acetilagdo de 38 empregando
acetato de vinila como doador de grupo acetila e CAL-B como
catalisador. Os valores das integrais relativas estdo descritas do lado
direito de cada sinal. Neste exemplo, as conversdes ao derivado 54
foramde 17,47 e 87% em 1, 3 e 24 h, respectivamente.
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Figura 39 — Ampliagdes dos espectros de RMN-'H de aliquotas da reagdo de
acetilacdo de 38 com acetato de vinila catalisada pela CAL-B [5,0-6,0 ppm,
DMSO-dg, 400 MHz | .

5.6 — Acilacido regiosseletiva da lactona 38 catalisada por lipases e
micélios

A lactona 38 foi submetida a reagdes de acilagdo variando os
doadores acila, as lipases (ou micélios) e os solventes organicos
empregados.
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Os derivados 5-O-acil-D-ribonolactonas foram os tnicos
detectados, com destaque para o produto 5-O-dodecanoil-D-
ribonolactona 55 que foi isolado e caracterizado pelas analises de 1V,
RMN-'He "°C e CHN.

5.6.1 — Efeito do doador de grupo acila na acilacido de 38 com acidos
carboxilicos e aminoacidos

Devido a importancia bioldgica associada a ésteres graxos de
carboidratos,lzo’121 a metodologia de acilacdo da D-ribonolactona 38
catalisada pela CAL-B foi primeiramente adaptada para uma série de
acidos carboxilicos saturados. A Figura 42 mostra os Aacidos
empregados como doadores acila neste estudo, e os respectivos produtos
acilados na posi¢éo 5 do anel.

HO/\<OJ¢O on R)ko/\@;o
R CAL-B Rl
HO 38 OH CH3CN, 35 °C HO OH
Derivado R Derivad R Derivado R
o

54 CH; 55 CH;(CH,),o 56 CH;3(CH,)g
57 CH3(CH,) 1 64 CH;CH, 65 CH;5(CH,),
66 CH;(CHyp), 67 CH;(CH,)s 68 CH;(CHy)y4

69 CH;3(CHy)s6

Figura 40 — Acilagdo regiosseletiva da D-ribonolactona 38 catalisada
pela CAL-B.

A Figura 43 mostra as conversdes aos derivados 5-O-acil-D-
ribonolactonas em fun¢do do tamanho da cadeia alquilica dos acidos
carboxilicos usados como doadores acila.
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Figura 41 — Influéncia do tamanho da cadeia alquilica do acido carboxilico na
acilagdo regiosseletiva de 38 [38 (0,50 mmol), doador de grupo acila (1,50
mmol), acetonitrila (10,0 mL), CAL-B (10,0 mg), 35 °C, 150 rpm, 24 h].

Os resultados mostram que as acilagdes foram regiosseletivas,
obtendo-se exclusivamente os correspondentes ésteres de agucar 5-
acilados da y-lactona 38.

As conversdes foram dependentes do comprimento da cadeia
alquilica do doador de grupo acila empregado. Como discutido
anteriormente (subitem 5.2.4), ndo foi observada a formagao de produtos
quando acido acético foi utilizado. Quando os acidos propidnico e
butirico foram empregados os respectivos ésteres 64 e 65 foram obtidos
com conversdes de 28% e 38%.

Elevadas conversdes foram obtidas (50-67%) utilizando os
acidos carboxilicos de cadeias alquilicas lineares com seis, oito, dez,
doze e quatorze carbonos, obtendo-se os respectivos derivados 5-
acilados 55-57, 66 ¢ 67. No entanto, foi observada uma diminui¢ao das
conversdes quando os acidos hexadecandico (C16) e octadecandico
(C18) foram utilizados, formando os correspondentes ésteres 68 ¢ 69
com 41 e 46% de conversdo, respectivamente. As menores conversdes
nestes casos podem ser devidas a efeitos estéricos, bem como a redugéo
na solubilidade destes acidos carboxilicos em acetonitrila. Estes
resultados estdo de acordo com alguns dados previamente reportados,
que mostram que a CAL-B tem alta atividade empregando acidos
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carboxilicos e ésteres de cadeia curta e média, porém baixa atividade
com acidos graxos e ésteres de cadeias longas.m'124

Portanto, a variedade de doadores acila que sdo compativeis
com a CAL-B faz deste biocatalisador uma ferramenta versatil para
acilagdes regiosseletivas. Além disso, o emprego de acidos carboxilicos
acarreta a geracdo de agua como unico subproduto, o que torna esta
metodologia ainda mais ambientalmente correta.'”

No entanto, as tentativas de acilar a lactona 38 empregando a
CAL-B com acidos carboxilicos funcionalizados, tais como os acidos
benzdico, fenilacético, galico e mandélico, bem como os aminoacidos
glicina, D,L-alanina e L-cisteina, nas mesmas condigdes experimentais
acima descritas, ndo foram proficuas, mesmo apds 72 h de reago.

Sabe-se que a CAL-B ndo ¢ um catalisador adequado para a
esterificacdo de agucares com 4cidos insaturados ou arilalifaticos como
o acido cinamico e seus derivados, os derivados de acidos benzoicos,
derivados fendlicos e os acidos carboxilicos a-substituidos, com
algumas exceg¢des. Uma possivel razdo para estes resultados ¢ que a
presenca de grupos volumosos (efeito estérico) e/ou polares influencia
negativamente na eficiéncia da reagdo.'>

Os acidos insaturados 4-pentendico, citronélico, linoléico e
oléico também foram empregados como doadores acila para a lactona 38
e CAL-B como catalisador. Destes quatro, ndo foi detectada a formacao
de produtos utilizando os acidos 4-pentenoico, citronélico e linoléico.
Porém, o derivado 5-O-oleil-D-ribonolactona (70) foi detectado como
unico produto na acilagdo de 38 com acido oléico catalisada por CAL-B.
A conversdo foi de 70% em 48 h. O composto 70 possui uma
insaturac@o, sendo um precussor em potencial para preparagdo de outros
derivados, o que o torna uma molécula promissora do ponto de vista
sintético (Figura 44).

Figura 42 — Estrutura da 5-O-oleil-D-ribonolactona (70).
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Adicionalmente, a CAL-B foi também utilizada como
catalisador na acetilagdo de 38 (0,50 mmol) com acetoacetato de etila,
obtendo-se  regiosseletivamente o derivado  5-O-acetoacetil-D-
ribonolactona (62) (Figura 45).

Figura 43 — Estrutura da 5-O-acetoacetil-D-ribonolactona (62).

A reagdo foi realizada em uma etapa, utilizando a mesma
metodologia usada para o estudo da influéncia dos doadores acetila
(subitem 5.2.4). O produto 62 foi obtido com 28% de conversdo em 24
h, empregando 3 equiv. de acetoacetato de etila. Utilizando um excesso
consideravel deste agente acilante (200 equiv.) a conversdo foi de 50%
em 24 h.

Embora as conversdes para o produto 62, empregando a CAL-B
tenham sido relativamente baixas, esta metodologia ¢ bastante simples
em comparagdo com a desenvoldida por Bigham et al.,, que usa
reagentes toxicos como diceteno, piridina e benzeno, 3 dias de reacdo e
protocolos de protecdo e desprotecdo obtendo rendimento global baixo
(49% apenas na etapa de acilagdo). O derivado 62 pode ter aplicacdes
uteis em quimica organica sintética como precursor de compostos
biologicamente ativos, sendo testado por Bigham et al. como inibidor da
ASP isomerase. Este € o Unico trabalho que reporta a obtencdo deste
composto.96
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5.6.1.1 — Acilaciio de 38 com 4cidos carboxilicos em funcio do tempo

Os acidos carboxilicos reagem com bases de Arrhenius via
reacdo de neutralizacdo, formando o respectivo sal e agua. O ponto de
equivaléncia da reagdo pode ser acompanhado utilizando um indicador
acido-base apropriado. Em uma reacdo na qual um acido carboxilico ¢
um dos reagentes pode-se, em geral, acompanhar o seu progresso por
titulacdo volumétrica do acido.

Neste estudo, efetuaram-se reacoes de acilagdo da lactona 38
com o acido decanodico empregando CAL-B como biocatalisador. As
concentragdes dos acidos foram determinadas por titulacdo volumétrica
com solu¢do aquosa de KOH (0,010 mol/L) e fenolftaleina como
indicador.”” Considerando que 1,0 equivalente da lactona 38 reage com
1,0 equivalente do acido, as conversdes (%) ao derivado 5-O-decanoil-
D-ribonolactona (56) foram quantificadas através do consumo do 4cido
no meio reacional.

Primeiramente, o acido decandico (2,00 mmol) foi utilizado
como doador de grupo acila para a lactona 38 (2,00 mmol), variando a
massa de CAL-B (50,0, 75,0 e 100 mg) em acetonitrila. A Figura 46
mostra as conversdes ao derivado 56 em fung¢éo do tempo.

60 | L o R s
7. .
— 9
S awf °F
o 4 x
B de)
g 4
/i
z O/ :
8 /
20 | Q
jJ O
[ J
J
b
0 A 1 1 1 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (h)

Figura 44 — Conversdes ao derivado 56 em fun¢ao do tempo e massa de CAL-
B [38 (2,00 mmol), acido decanoico (2,00 mmol), CAL-B (25,0 (), 75,0 (o) e
100 mg (e)), acetonitrila (25,0 mL), 35 °C, 150 rpm].
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Nao foi observada dependéncia significativa nas conversdes
com o acréscimo da quantidade de catalisador. A maior conversio
(62%) foi obtida empregando 100 mg de CAL-B em 5 h de reagao.

As andlises de RMN-'H confirmaram a formagio do produto 5-
O-decil-D-ribonolactona (56), evidenciando a regiosseletividade da
CAL-B nesta reagdo. Apés 6 h, as conversdbes mantiveram-se
praticamente constantes (50-60%).

Para verificar o efeito do solvente, a acilagdo de 38 com acido
decandico foi realizada nas mesmas condig¢des, empregando 100 mg de
CAL-B e acetona ou cloroféormiono no lugar de MeCN. As conversoes
ao composto 56 utilizando estes solventes ndo variaram
significativamente em comparagdo com as obtidas em acetonitrila. Apos
7 h, as conversdes permaneceram constantes empregando ambos o0s
solventes (40-60%) (Figura 47).
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Figura 45 — Conversdo ao derivado 56 em funcdo do tempo e do solvente
organico [38 (2,00 mmol), acido decandico (2,00 mmol), CAL-B (100 mg) e
acetonitrila (®), cloroférmio (0) ou acetona (m) (25,0 mL), 35 °C, 150 rpm].

Estes dados mostraram a viabilidade de se utilizar o método de
titulagdo volumétrica para determinar as conversdes (%) aos derivados
5-monoacilados da lactona 38. Salienta-se que dependendo do doador de
grupo acila, diferentes métodos podem ser utilizados tais como RMN-'H
e medidas de absor¢dao no UV-Vis. Este ultimo método sera discutido no
item 5.7.
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5.6.2 — Quantificacio dos derivados monoacilados de 38 por RMN-
1
H

Em alguns dos espectros de RMN-'H dos derivados 5-
monoacilados de 38 ndo foram detectados os sinais dos hidrogénios
hidroxilicos descritos no item 5.1.2. Entretanto, as conversdes nestes
produtos foram obtidas pela andlise de outra regido do espectro,
referente aos hidrogénios do anel da lactona, tanto do substrato como
dos produtos (entre 3,5-4,5 ppm).

Os sinais dos dois hidrogénios ligados ao carbono 5 do anel dos
derivados monoacilados sobrepdem-se aos referentes aos outros
hidrogénios, tanto da lactona 38 como do proprio produto. Logo, o
seguinte procedimento foi realizado para efetuar os calculos de
conversao:

1) Integracdo de duas regides distintas do espectro: uma
centrada em 3,56 ppm, referente aos dois hidrogénios metilénicos da
lactona 38 (5), e a outra entre 4,0-4,5 ppm, referente ao somatorio dos
outros trés hidrogénios do anel da lactona 38 (2, 3 ¢ 4) com os cinco
hidrogénios respectivos do produto monoacilado (2°, 3,4’ ¢ 5°);

2) Denominando a integral da primeira regido do espectro de I
e a da segunda de I, t€ém-se o seguinte sistema de equagdes (Equacdes
5e6), onde H e H representam um hidrogé€nio da lactona 38 e do
produto, respectivamente, e I; e I, referem-se aos valores numéricos das
integrais calculadas no espectro.

I, =2H Eq.5
L =3H+5H Eq. 6
3) Resolvepdo o sistema de Equagdes 5 ¢ 6, determina-se a
relagdo entre H e H através da Equacéo 7.
L+L=5H+5H ou H=[(I,+L)-5H]/5 Eq.7
4) Como H =% Iy, através da Equacdo 8 pode-se calcular H.
H = [+ L) - 5% L)I/5 Eq.8

5) Finalmente, calcula-se a conversio (%) ao produto
empregando a Equacao 9.
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Conv. (%) - [H/(H+H)] x100 Eq.9

A Figura 48 mostra a ampliagdo do espectro de RMN-'H (3,2-
4,6 ppm) de uma aliquota da reagdo de acilagdo de 38 catalisada pela
CAL-B, empregando o acido butirico como doador de grupo acila. As
regides citadas acima, que correspondem a I; e I, assim como seus
respectivos valores, estdo destacados no espectro. Neste exemplo
ilustrativo obteve-se 38% de conversdo ao produto 5-O-butil-D-
ribonolactona (65). Destaca-se que este método se restringe a analise de
derivados acilados na posi¢ao 5 do anel da lactona 38.
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Figura 46 — Ampliagdo do espectro de RMN-'H do produto da acilagdo de 38
com acido butirico catalisada pela CAL-B [3,2-4,6 ppm, DMSO-d;, 400 MHz].

89



5.6.3 — Avaliacio de biocatalisadores na acilacdo de 38 com acido
dodecanoico

Devido as boas conversdes e a alta seletividade obtidas
empregando o acido dodecandico, este foi selecionado como doador de
grupo acila para avaliar o uso de lipases e micélios nestas reagoes

Nove lipases, livres ou imobilizadas industrialmente, e dois
micélios oriundos de fungos da regido amazonica foram avaliados com
relacdo a sua reatividade e regiosseletividade na acetilagdo da lactona 38
com acido dodecandico.

Ap6s 48 h de reacdo nenhum produto foi obtido empregando as
lipases RM-IM, LPS, LPS-C, LPS-D, LCR, TL-IM, AK, F-AP15, assim
como com os micélios UEA 53 e UEA 115.

Apenas empregando a CAL-B obteve-se, como apresentado no
subitem 5.5.1, a formagdo do derivado monoacilado 55 com 64% de
conversdo. A partir destes resultados, optou-se por utilizar a CAL-B nos
estudos subsequentes que envolvem a sintese do derivado 55,
reutilizacdo do biocatalisador e acilagdes com alcanoatos de p-
nitrofenila.

5.6.4 — Sintese, purificacido e caracterizacdo da 5-O-dodecanoil-D-
ribonolactona (55)

Devido aos bons resultados obtidos nas reagdes de acilagdo de
38 empregando o acido dodecandico e CAL-B, optou-se por sintetizar o
derivado monoacilado 55 em maiores quantidades. A sintese foi
realizada em uma etapa utilizando CAL-B como catalisador e
quantidades equimolares (3,10 mmol) da [I-lactona 38 e¢ do &cido
dodecanoico. Apos 24 h de reacdo, e recristalizagdo em uma mistura 1:1
de etanol/éter etilico, foi obtido um so6lido branco e amorfo, com 68% de
rendimento. O produto 55 foi caracterizado através das analises de IV,
RMN-'He °C, e CHN.

O espectro de IV ¢é similar ao obtido para o derivado
monoacetilado 54, com exce¢do das bandas referentes as varias ligagdes
C-C ¢ C-H da lactona 55. As bandas de deformagdo axial simétrica e
assimétrica C-H bem intensas, devido a cadeia linear extensa, estdo
presentes na regido entre 2955 e 2853 cm™. As de deformagio axial O-H
das ligagdes de hidrogénio intermolecular estdo presentes em 3430 e
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3302 cm™. As bandas de deformagdo axial C=0 sdo observadas em
1755 ¢ 1750 cm™ (Figura 49).
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Figura 49 — Espectro de IV do derivado monoacetilado 55 [pastilha de KBr].

No espectro de RMN-'H do derivado 55 em DMSO-ds
observam-se trés multipletos centrados em 0,85, 1,24 ¢ 1,49 ppm, além
de um tripleto em 2,32 ppm, referentes aos vinte e trés hidrogénios da
cadeia alquilica do grupo dodecanoil. O multipleto entre 4,11-4,20 ppm
refere-se aos dois hidrogénios da posi¢do 5 do anel da lactona, estando
deslocado cerca de 0,5 ppm do respectivo sinal na lactona 38, conforme
esperado. Os sinais referentes aos hidrogénios hidroxilicos das posi¢des
3 ¢ 2 do anel estdo centrados em 5,60 e 5,91 ppm, respectivamente,
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sendo trocados pela adi¢do de uma pequena quantidade de D,0 (Figura
50).
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Figura 47 — Espectro de RMN-'H do derivado monoacilado 55 [DMSO-ds ,400
MHz].

No espectro de RMN-"C em DMSO-d; (Figura 51), os sinais
referentes aos onze carbonos da cadeia alquilica do grupo acil sdo
observados na regido entre 14,6 e 34,0 ppm. Os sinais relativos aos
carbonos secundarios do anel da lactona estdo entre 69,0 e 82,6 ppm, € o
referente ao carbono 5 em 63,6 ppm. Os sinais em 173,2 ¢ 176,4 ppm
referem-se aos carbonos carbonilicos das fun¢des lactona e éster.
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Figura 48 — Espectro de RMN-"C do derivado monoacetilado 55 [DMSO-
ds,100 MHz].

Na analise elementar do derivado 55 ndo se observou
discrepancia entre os valores obtidos experimentalmente e os calculados
para C (%) e H (%) relativos a formula molecular C17H3(pOg (ver subitem
4.5.3).

5.7 — Reutilizacdo da CAL-B na acilacio de 38

A reutilizacdo de enzimas imobilizadas ¢ uma propriedade
importante de alguns sistemas biocataliticos, podendo determinar a sua
viabilidade econémica. Neste estudo a CAL-B foi utilizada em cinco
ciclos subsequentes na acilagdo de 38 empregando acetato de vinila e os
acidos decandico e dodecandico como doadores acila.

Ao final de cada uso, a lipase imobilizada foi removida do meio
reacional por filtracdo e lavada com acetonitrila, para remover qualquer
trago do substrato ou produto retido na superficie do catalisador. Na
etapa subsequente, os substratos e o catalisador recuperado foram
adicionados a um novo meio de reagdo e, ao final de cada reagdo, a
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conversdo determinada por andlise de RMN-'H. Os resultados sdo
apresentados na Figura 52.
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Figura 492 — Efeito do reuso da CAL-B na acila¢do de 38 com acetato de vinila
(m) em 6 h de reacdo, e com os acidos decandico (®) e dodecandico (A) em 24
h [38 (0,50 mmol), doador de grupo acila (1,50 mmol), CAL-B (10,0 mg),
acetonitrila (10,0 mL), 35 °C, 150 rpm)].

Empregando acetato de vinila a conversdo a 54 diminuiu apds
cada reutilizacdo, atingindo um valor de 15% no quinto ciclo. Embora
tenha sido demonstrado que acetato de vinila ¢ um doador de grupo
acetila adequado para a acetilagdo de 38, a presenga de quantidades
significativas de acetaldeido (gerado como subproduto da sua
transesterificagdo) pode diminuir a atividade catalitica ou inativar a
lipase. Os grupos amino, que sdo essenciais para essa atividade, podem
reagir por condensacdo formando os grupos imina (bases de Schiff),
inviabilizando assim a aplicagdo do catalisador em ciclos
consecutivos.'>® Outra possivel causa da desativacdo da enzima pode
estar relacionada a hidrolise do acetato de vinila, gerando acido acético,
que também pode ser prejudicial ao biocatalisador como observado e
descrito no subitem 5.1.6.

Satisfatoriamente, o uso dos acidos decandico e dodecandico
como doadores acila conduziu a uma manutengdo razoavel da atividade
do biocatalisador apos cada reuso, viabilizando desta forma a sua
reutilizagdo por até cinco ciclos consecutivos. As conversdes
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empregando o acido decandico foram de 57-39%. Utilizando o acido
dodecandico as conversdes ao derivado 55 foram relativamente maiores
em cada uso (64-53%). Além de gerar agua como subproduto, estes
acidos carboxilicos de cadeia longa no sfo tdxicos para as lipases e,
portanto podem ser usados sem qualquer precaucgdo adicional.

5.8 — Acilaciio da lactona 38 com alcanoatos de p-nitrofenila

Alcanoatos de p-nitrofenila quando hidrolisados ou
transesterificados com compostos hidroxilados (por exemplo, alcoois ou
carboidratos) liberam p-nitrofenol (PNF), que em meio ligeiramente
basico (pH > 7,2) ioniza-se parcialmente formando o anion p-
nitrofenolato. Esse ion, por sua vez, absorve na regido de 405-410 nm
(UV-Vis) do espectro eletromagnético ¢ pode ser utilizado para
quantificar as concentragdes dos seus respectivos alcanoatos, através de
medidas de absorbancia.'"”’

Neste estudo, efetuaram-se reagdes de transesterificagdo do
acetato de p-nitrofenila (APNF) e do dodecanoato de p-nitrofenila
(DPNF), empregando a lactona 38 como nucledfilo e a CAL-B como
biocatalisador em acetonitrila (Figura 53). As conversdes (%) aos
produtos  5-O-acetil-D-ribonolactona (54) ou 5-O-dodecanoil-D-
ribonolactona (55) foram determinadas por meio de medidas de
absor¢do no UV-Vis (410 nm) em fungao do tempo.

Os coeficientes estequiométricos da reagdo implicam que 1,0
equivalente de lactona 38 reage com 1,0 equivalente de alcanoato de p-
nitrofenila, formando 1,0 equivalente de produto monoacilado e¢ 1,0
equivalente de PNF (ou p-nitrofenolato em pH 7,46); o pH do meio foi
controlado utilizando tampdo de Mcllvaine’® (fosfato dissodico 0,200
mol/L / acido citrico 0,100 mol/L). Portanto, o aumento nos valores de
absorbancia ¢ diretamente proporcional ao consumo de 38 e,
consequentemente, a formacao dos derivados monoacilados 54 ou 55.
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Figura 50 — Acilacdo de 38 com alcanoatos de p-nitrofenila catalisada pela
CAL-B.

Primeiramente, o doador de grupo acetila APNF foi usado
variando-se as quantidades nas razdes de 1:1, 1,5:1, 2:1, 3:1 em relagéo
a lactona 38 (0,20 mmol), na presenga de CAL-B (10,0 mg).

Salienta-se que nestas reacdoes o APNF pode tanto reagir com a
lactona 38, formando o derivado monoacetilado 54, como ser
hidrolisado pela dgua presente na acetonitrila, liberando acido acético
(HOAc). Em ambos os casos ha a formagdo de p-nitrofenol (PNF). De
fato, foram realizados experimentos na auséncia da lactona 38 que
comprovaram a hidrolise do APNF. Por outro lado, a reagdo na auséncia
de 38 com a adicdo de peneira molecular mostrou a diminui¢do na
formacdo de PNF oriundo da hidrolise do APNF. Para diminuir o erro
experimental causado pela hidrolise competitiva do APNF, a acetonitrila
foi seca em CaH, e as absorbancias corrigidas com relagdo as obtidas
nas reacoes na auséncia de 38.
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A Figura 54 mostra as conversdes ao derivado 54 determinadas
em funcdo do tempo e da quantidade de APNF empregada.

Converséo (%)

Tempo (h)

Figura 51 — Conversdo ao derivado 54 em fun¢do do tempo e quantidade de
APNF [38 (0,20 mmol), APNF (1,0 equiv. (m), 1,5 equiv. (O0), 2,0 equiv. (®) ¢
3,0 equiv. (0)), CAL-B (10,0 mg), acetonitrila (20,0 mL), 35 °C, 150 rpm].

As conversdes ao PNF foram dependentes do aumento da
quantidade de APNF. Em 24 h obtiveram-se conversdes > 99, 94, 87 ¢
60% para as razoes 38:APNF de 1:1, 1:1,5, 1:2 e 1:3, respectivamente.

Em paralelo, foram realizadas anélises de RMN-'H de aliquotas
das reagdes. Apesar da hidrolise do APNF dificultar o seu uso para
determinacdo das conversoes (%) ao derivado 54 por UV-Vis, as
analises de RMN-'H mostraram que a reacdo de acetilacdo empregando
APNF e CAL-B foi regiosseletiva.

A Figura 55 mostra o espectro de RMN-"H da aliquota (apds
evaporar as substancias volateis) da reagdo de acetilagdo de 38
empregando 3 equiv. de APNF em 24 h.
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Figura 52 — Espectro de RMN-'H da aliquota da reagdo de acetilagdo de 38
com APNF catalisada pela CAL-B em 24 h [DMSO-dg, 400 MHz].

A conversdo ao composto 54 foi > 99%, ndo sendo detectados
outros produtos. Os dubletos centrados em 7,46 e 8,32 ppm foram
atribuidos aos hidrogénios aromaticos (A e B) do APNF, enquanto os
dubletos em 6,95 e 8,13 ppm sdo referentes aos hidrogénios aromaticos
(A’ e B’) do PNF, respectivamente. O sinal referente ao hidrogénio 1abil
do PNF também foi detectado em 11,2 ppm (assinalado em vermelho).

As conversdes (> 99%) determinadas por RMN-"H e por UV-
Vis foram similares, mostrando a viabilidade do uso dos dois métodos
para quantificar a formag¢do do PNF e do derivado monoacetilado 54.

Na sequéncia, o DPNF (0,30 mmol, 1,5 equiv.) foi utilizado
como doador de grupo acila na reagdo de acilagdo de 38 (0,20 mmol)
catalisada pela CAL-B em acetonitrila. Os experimentos na auséncia da
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lactona 38 (branco) mostraram que o DPNF também foi hidrolisado (5-
20%), sendo realizadas corre¢des das conversdes ao composto 55. A
Figura 56 mostra os valores de conversdo (%) em func¢do do tempo.

Conversao (%)

0 1 1 1 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (h)

Figura 53 — Conversodes ao derivado 55 em fun¢do do tempo [38 (0,20 mmol),
DPNF (0,30 mmol), CAL-B (10,0 mg), acetonitrila (20,0 mL), 35 °C, 150 rpm].

Foram obtidas boas conversdes (> 60%) a partir de 4 h de
reagdo, sendo estas > 98% a partir de 10 h.

As andlises de RMN-'H mostraram que apenas o produto
monoacilado 55 foi formado. A Figura 57 refere-se a ampliagdo do
espectro de RMN-'H de uma aliquota retirada apos 10 h de reagdo.
Neste tempo toda lactona 38 foi convertida ao produto monoacilado 55

(conv. > 99%). Houve correlagdo entre o valor obtido por analise de
UV-Vis e por RMN-'H.
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Figura 54 — Ampliagio do espectro de RMN-'H da aliquota da reagdo de
acilagcdo de 38 com DPNF (1,5 equiv.) catalisada pela CAL-B em 10 h [3,0-9,0
ppm, DMSO-ds, 400 MHZz].

Salienta-se que empregando o acido dodecandico como doador
de grupo acila (subitem 5.2.1) a conversdo ao derivado 55 foi de 64%
em 24 h, enquanto com DPNF a conversdo foi quantitativa em apenas
10 h, o que evidencia a alta reatividade deste composto. A
regiosseletividade da CAL-B foi mantida ao utilizar ambos doadores
acila.

Portanto, a quantificacdo por medidas de absor¢do no UV-Vis ¢
um método vidvel para a determinagdo das conversdes (%) aos
derivados 5-monoacilados da y-lactona 38, empregando alcanoatos de p-
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nitrofenila ¢ CAL-B. Entretanto, deve-se secar o solvente organico para
evitar a reagdo competitiva de hidrolise.
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6 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram obter as
seguintes conclusoes:

Foram desenvolvidas metodologias enzimaticas para a
preparacgdo regiosseletiva de derivados acilados da D-ribonolactona 38,
utilizando condigdes reacionais simples, reagentes de baixo custo e
acessiveis, com bons rendimentos e/ou conversoes;

Foram identificados seis derivados acetilados, dos sete possiveis
de serem obtidos, através de reacdes de acetilagdo da lactona 38 e
etanolise da lactona 38 peracetilada, catalisadas por lipases. Os
derivados detectados por RMN-'H foram os monoacetilados 5- 54, 3-O-
acetil-D-rinolactona 58, os diacetilados 2,5- 59, 3,5- 60 ¢ 2,3-O-diacetil-
D-ribolactona 63, bem como a 2,3,5-O-triacetil-D-ribolactona 61.
Apenas o derivado monoacetilado 2-O-acetil-D-ribolactona ndo foi
detectado;

Na acetilagdo de 38 com acetato de vinila, o composto
monoacetilado 54 foi obtido majoritariamente utilizando as lipases
CAL-B (> 85%), Lipozyme TL-IM (16-85%), AK (10-12%), LPS-C
(19-46%), LPS-D (10-29%) e o micélio UEA 115 (8-41%);

A utiliza¢ao simultanea de CAL-B ¢ LPS-C, ¢ CAL-B ¢ AK,
ndo alterou a regiosseletividade na reacdo de acetilacdo de 38 com
acetato de vinila, sendo observada a formagdo majoritaria do derivado
monoacetilado 54 (17-75%) e de pequenas quantidades de 58, 59 ¢ 60
(7-26%).

As técnicas de UV-Vis e titulacdo volumétrica foram eficientes
para quantificar as conversdes aos derivados acilados de 38,
apresentando boa correlagdo com as determinadas po RMN-'H;

Boas conversdes (61-72%) e alta regiosseletividade (> 99%), ao
derivado 5-monoacetilado 54, foram obtidas utilizando como solventes
acetona, acetonitrila e THF na acetilacdo de 38 catalisada pela CAL-B
com acetato de vinila como doador de grupo acetila;

O produto monoacetilado 54 foi seletivamente obtido com
conversdo de 85% empregando apenas 10,0 mg de CAL-B na acetilacdo
regiosseletiva de 38 com acetato de vinila em acetonitrila tratada;

Alta regiosseletividade e boas conversdes (23 a > 99%) ao
derivado 54 foram obtidas empregando como doadores acetila o acetato
de vinila, acetato de etila, acetato de isopropenila e anidrido acético, nas
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propor¢des de 3:1 e 200:1, na acetilagdo de 38 catalisada por CAL-B em
acetonitrila tratada;

Trés derivados acilados de 38 foram sintetizados e devidamente
caracterizados, empregando a CAL-B como biocatalisador, sendo estes:

- a 5-O-acetil-D-ribonolactona 54: via acetilagdo regiosseletiva
com acetato de vinila, com 94% de rendimento em 24 h;

- a 2,3-O-diacetil-D-ribonolactona  63: via etandlise
regiosseletiva do composto triacetilado 61, com 60% de rendimento em
6h;

- a 5-O-dodecanoil-D-ribonolactona 55: via acilagdo
regiosseletiva de 38 com acido dodecandico, com 68% de rendimento
em 24 h.

As acilagdes catalisadas pela CAL-B foram regiosseletivas
usando acidos carboxilicos de cadeia linear (C2-C18). As conversdes
aos correspondentes derivados S-acilados da [J-lactona 38 foram
dependentes do comprimento da cadeia alquilica do doador de grupo
acila. As maiores conversdes (50-67%) foram obtidas utilizando os
acidos carboxilicos com seis, oito, dez, doze e quatorze carbonos;

A CAL-B foi reutizada em cinco ciclos consecutivos sem perda
consideravel da atividade empregando os 4acidos decandico e
dodecanoico na acilagdao da lactona 38;

Finalmente, salienta-se a importancia do uso de biocatalisadores
para a obtenc@o de compostos em condi¢des brandas, boas conversdes e
alta regiosseletividade.
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7 — PERSPECTIVAS
A partir dos resultados obtidos tem-se como perspectiva:

> Adaptar as metodologias enzimaticas desenvolvidas neste
trabalho para outros substratos tais como nucleosideos e carboidratos;

> Realizar testes biologicos com os derivados da lactona 38
obtidos neste trabalho, em parceria com outros departamentos
especializados;

> Realizar estudos computacionais de RMN-'H para calcular as
constantes de acoplamento (J) dos sinais referentes aos hidrogénios
hidroxilicos e metilénicos da lactona 38 e seus derivados acetilados. Os
resultados deverdo ser comparados com os obtidos experimentalmente,
visando obter um perfil conformacional do anel destes compostos e as
suas implicagdes nos valores de J;

> Aperfeicoar as condigdes experimentais empregadas na
etanolise do derivado triacetilado 61, tais como o efeito da massa de
CAL-B, o emprego de outras lipases e tipos de alcoois;

> Preparar outros derivados peracilados de 38 empregando, por
exemplo, cloretos de 4cido e realizar a etandlise catalisada pela CAL-B
e outras lipases. Estes experimentos poderdo suprir a necessidade de
estender as metodologias deste trabalho para derivados contendo grupos
aromaticos;

> Ampliar os estudos de utilizagdo de micélios de fungos da
regido amazonica, tendo como premissa os resultados promissores

obtidos com o micélio UEA 115;

> Desenvolver um método enzimatico de obtencdo de derivados
triacetilados da lactona 38.
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9 — ANEXOS

Anexo 1 — Dados cristalograficos do composto 5-O-acetil-D-ribono-1,4-
lactona (54)

Figura 1 - ORTEP do derivado 5-O-acetil-D-ribono-1,4-lactona 54.
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Tabela 1 - Dados do cristal e refinamento da estrutura para o composto 5-

O-acetil-D-ribono-1,4-lactona (54).

Formula empirica

Massa molar

Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensdes da célula unitaria

A =95,118(12)°

Volume
Z

Densidade (calculada)

Coeficiente de absor¢do
F(000)

Tamanho dos cristais
Intervalo para coleta de dados
Variacdo de indices
18<=I<=2

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Corregao de absorg¢ao
Meétodo de refinamento

Dados / restri¢des / parametros
GOOF

Indice R final [I>2sigma(T)]
0,1234

Indice R (todos os dados)
0,1346

Parametro estrutural absoluto

Densidade eletronica residual

C7 Hyo Og
190,15 g/mol
203(2) K
071073 A
Monoclinico
P21
a=6,1409(4) A
o= 90°

b =5,1952(15)°
B =95,118(12)°
c=13,1844(18) A
y=90°
418,95(14) A’
2

1,507 Mg/m’

0,134 mm_1
200

3
0,50 x 0,30 x 0,13 mm
1,55 to 29,96°
-8<=h<=8, -7<=k<=2, -

2164

1346 [R(int) = 0,0460]
Nio
Minimos-quadrados
Matriz-total em F2
1346/ 1/ 127

1,072

R1=0,0469, wR2 =

R1=0,0741, wR2 =

0,4(19)
3
0,286 and -0,182 ¢.A
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Tabela 2 - Comprimentos (A) e angulos (°) das ligacdes para o composto 5-
O-acetil-D-ribono-1,4-lactona (54).

C(2)-0(2)
C(2)-0(1)
C(2)-C(3)
C(3)-0(3)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3A)
C#H-0(4)
C(4)-C(5)
C(4)-H(4A)
C(5)-0(1)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5)
C(6)-0(7)
C(6)-H(6A)
C(6)-H(6B)
C(8)-0(9)
C(®)-0(7)
C(8)-C(10)
C(10)-H(10A)
C(10)-H(10B)
C(10)-H(10C)
O(3)-H3)
O@4)-H4)
0(2)-C(29)-0(1)
0(2)-C(29)-C3)
O(1)-C(2)-CR3)
0B3)-C3)-C2)
0(3)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-C(4)

0(3)-C(3)-H(3A)
C(2)-C(3)-HBA)
C(4)-C(3)-H(3A)

O#-CH-CO)
O0(4)-C(4)-CQ3)
C(5)-C(H-C(3)

0(4)-C(4)-H(4A)
C(5)-C(4)-H(4A)
C(3)-C(4)-H(4A)

O(D)-C(3)-C(6)
O(1)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-C(4)
O(1)-C(5)-H(5)
C(6)-C(5)-H(5)

1,195(3)
1,342(3)
1,521(4)
1,413(3)
1,531(4)
0,9800
1,425(4)
1,528(4)
0,9800
1,460(4)
1,502(4)
0,9800
1,439(4)
0,9700
0,9700
1,192(4)
1,353(4)
1,483(5)
0,9600
0,9600
0,9600
0,85(5)
0,85(5)

122,6(3)

127,4(2)

110,0(2)

107,4(2)

116,1(2)

102,9(2)

110,0

110,0

110,0

107.8(2)

111,6(2)

102.,4(2)

111,5

111,5

111,5

109,6(3)

105,5(2)

116,0(3)

108,5

108,5
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C(4)-C(5)-H(5)
0(7)-C(6)-C(5)
O(7)-C(6)-H(6A)
C(5)-C(6)-H(6A)
0(7)-C(6)-H(6B)
C(5)-C(6)-H(6B)
H(6A)-C(6)-H(6B)
0(9)-C(8)-0(7)
0(9)-C(8)-C(10)
0(7)-C(8)-C(10)
C(8)-C(10)-H(10A)
C(8)-C(10)-H(10B)
H(10A)-C(10)-H(10B)
C(8)-C(10)-H(10C)
H(10A)-C(10)-H(10C)
H(10B)-C(10)-H(10C)
C(2)-0(1)-C(5)
C(3)-0(3)-H(3)
C(4)-0(4)-H(4)
C(8)-0(7)-C(6)

108.5
107,42)
1102
110,2
110,2
1102
108.5
122,93)
126,1(3)
111,0(3)
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
110,92)
105(2)
108(3)
116,4(2)

Tabela 3. Ligacdes de hidrogénio [A e °] para o composto 5-O-acetil-D-

ribono-1,4-lactona (54).

D-H..A d(D-H) d(H..A) d(D..A)<(DHA)
0(3)-H(3)...0(4)#1 0,85(5) 1,95(5) 2,781(3)
O(4)-H(4)...0(2)#1 0,85(5) 2,15(5) 2,9103)
0(4)-H(4)..0(3)#1 0,85(5) 2,41(6) 3,086(4)

Transformacdes simétricas para geragdo de atomos equivalentes: #1 -x+1,y+1/2,-z+1
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Anexo 2 — COSY na regido entre 3,4 ¢ 6,4 ppm para o composto 5-O-
acetil-D-ribono-1,4-lactona (54) [DMSO-de, 400 MHz].

H-2 H-3
e e
OH-2 OH-3 H-4 HS -
s _ a
(ppm)
iS5 )
r!v—':‘J
_ -
4.0 o
H-3 e H-5 < ES
H-2 e H-4° G &3
4.5
5.0
5.5
OH-3 - a8
OH-2Z 6.0 & o
6.2 5.8 5.4 ) 5[] 4.6 4.2 3.8 3.4
3 (ppm)
0
MR
/2
HO _ ©OH
54
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Anexo 3 — DEPT 45, 90 e 135 para o composto 5-O-acetil-D-ribono-
1,4-lactona (54) [DMSO-d,s, 100 MHz].

Carbonos CH3

Carbonos CH,

Carbonos CH

35

2 4 CHs

Todos os carbonos
| |
200 180 160 140 . 120 ml; i an GEI. . ’ an z0 [] ppm
(0]
MR
oN(’jo
32
HO _ ©OH
54

Anexo 4 — Ampliacdo do espectro de RMN-'H para a aliquota de 24 h
da reacdo de acetilagdo de 38 catalisada por LPS-C, apos isolamento do
derivado triacetilado 61 [3,0-6,5 ppm, DMSO-d¢, 400 MHz].
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Anexo 5 — COSY na regido entre 3,0 e 6,5 ppm para a aliquota de 24 h
da reagdo de acetilagdo de 38 catalisada por LPS-C, ap6s isolamento do
derivado triacetilado 61 [DMSO-d,s, 400 MHz].

LAk .Y LN

N
|
o
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