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RESUMO

SILVA, R. M. Biorredug¢io de compostos carbonilicos a,p-insaturados visando a sintese
de substancias opticamente ativas. 2015. 162f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Nos ultimos anos, a preparacdo de substancias enantiomericamente puras tornou-se
uma preocupagdo constante e um desafio para a industria. Tal fato € consequéncia da relacdo
ténue entre a estrutura espacial das substancias e os diferentes sabores, odores, processos
farmacocinéticos e farmacodinamicos e toxicidade que elas desempenham no organismo.
Nesse contexto, a sintese assimétrica de compostos carbonilicos a-alquil substituidos
opticamente ativos tem recebido grande atencdo ja que estes sdo importantes blocos de
construcdo na sintese de farmacos quirais e produtos naturais. Assim, o presente trabalho
buscou o desenvolvimento de metodologias que permitissem a preparacdo desses compostos
enantiomericamente puros através do controle na formacédo de centros estereogénicos usando
a biocatalise. Para isso, foram preparadas diversas olefinas ativadas por grupos retiradores de
elétrons (carbonila) utilizando dois procedimentos, a saber, reacdes de condensacao aldolica e
esterificacdo. Esses compostos carbonilicos a,B-insaturados foram obtidos com bons
rendimentos (48-94%) e foram submetidos a redugdes biocataliticas mediadas por células
integras de micro-organismos. Inicialmente, utilizou-se a olefina (E)-4-fenil-3-metil-3-buten-
2-ona (51a) como substrato modelo para a otimizacdo das condicbes experimentais e
determinacdo daquela que fornecesse o produto biorreduzido com a melhor conversdo e
pureza enantiomeérica. Nesses testes, avaliaram-se diversos parametros reacionais, tais como,
composicdo do meio reacional (aquoso, bifasico e tamponante), presenca de aditivos (glicose
e catalisador de transferéncia de fase), diferentes micro-organismos e efeito do uso de resina
adsorvente Amberlite XAD-7. Dessa forma, a biorreducdo em meio aquoso, sem aditivos,
mediada pela levedura LSC-II e com a utilizagdo da resina Amberlite XAD-7 foi a condi¢éo
reacional que apresentou 0 melhor excesso enantiomerico (81%) e foi a selecionada para um
estudo metodoldgico que avaliou os efeitos estérico e eletronico dos substituintes. Observou-
se que a posi¢do do substituinte no B-aril, 0 alongamento do a-substituinte e a adicdo de um
grupamento éster apresentaram um importante papel na estereosseletividade da reacdo. Por
fim, avaliou-se a aplicacdo da metodologia na sintese enantiosseletiva da muguesia, uma
fragrancia floral. Os resultados obtidos revelaram o grande potencial da metodologia na
biorreducdo quimiosseletiva de compostos carbonilicos o,B-insaturados e preparacdo de
substancias opticamente ativas.

Palavras-chave: Biorredugdo, compostos carbonilicos o,B-insaturados, micro-organismo,
Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

SILVA, R. M. Bioreduction of a,p-unsaturated carbonyl compounds toward the
synthesis of optically active substances. 2015. 162f. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

In recent years, the preparation of enantiomerically pure compounds has become a
concern and a challenge to the industry. This fact is a consequence of the tenuous relationship
between the spatial structure of substances and the different flavors, odors, pharmacokinetic
and pharmacodynamic processes and toxicity that they play in the body. In this context, the
asymmetric synthesis of a-alkyl substituted optically active carbonyl compounds has received
great attention because they are important building blocks in the synthesis of chiral drugs and
natural products. Thus, this study aimed to develop methodologies that allow the preparation
of this enantiomerically pure compounds by controlling the formation of stereogenic centers
using biocatalysis. To this end, various activated olefins substituted with electron
withdrawing groups (carbonyl) were synthesized using two procedures, aldol condensation
and esterification reactions. These a,B-unsaturated carbonyl compounds were obtained in
good yields (48-94%) and subjected to the biocatalytic reduction mediated by whole cells of
microorganisms. Initially, we used the olefin (E)-3-methyl-4-phenyl-3-buten-2-one (51a) as a
model substrate for the optimization of the experimental conditions and determine wich one
provide the product with better conversion and enantiomeric purity. In these tests, we
evaluated various reaction parameters such as the composition of the reaction medium
(aqueous, biphasic and buffer), the presence of additives (glucose and phase transfer catalyst),
different microorganisms and adsorbing effect of using Amberlite XAD-7. Thus, the
biorreduction in aqueous medium, without additives, mediated by LSC-I1 yeast and with the
application of Amberlite XAD-7 was the reaction condition that presented the best
enantiomeric excess (81%) and was selected for a methodological study that evaluated the
steric and electronic effects of the substituents. It was observed that the substituent in the -
position of the aryl group, the size increase of the a-substituent and the presence of an ester
group had an important role in the stereoselectivity of the reaction. Finally, application of the
methodology on muguesia enantioselective synthesis, a floral fragrance, was evaluated. The
results obtained showed the high potential of the methodology in chemoselective bioreduction
of a,p-unsaturated carbonyl compounds and preparation of optically active substances.

Keywords:  Bioreduction, o,B-unsaturated carbonyl compounds, micro-organism,
Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO
1.1. A quiralidade e sua importancia

O desenvolvimento de técnicas de sintese assimétrica para a preparacdo de compostos
enantiomericamente enriquecidos destaca-se como uma das vertentes da sintese organica que
mais despertaram interesse nos ultimos anos (BLASER; SPINDLER; STUDER, 2001;
LOHRAY, 2001; NOYORI, 2003; PINHEIRO; FERREIRA, 1998). Sabendo da importancia
dos centros quirais na atividade bioldgica de muitas substancias, as industrias farmacéutica
(BLASER; SPINDLER; STUDER, 2001; HAWKINS; WATSON, 2004; POLLARD,
WOODLEY, 2007; SOLANO et al., 2012), agroquimica (LIU et al., 2005), alimenticia e de
fragrancia (SERRA; FUGANTI; BRENNA, 2005) estdo cada vez mais empenhadas no
controle estereoquimico e na sintese de compostos opticamente puros (BARREIRO;
FERREIRA; COSTA, 1997; CROSBY, 1991; MANNSCHRECK; KIESSWETTER, 2007;
SMITH, 2009; ZHENG; XU, 2011).

O estudo da quiralidade e simetria € bastante amplo e envolve areas de quimica, fisica e
biologia. No inicio do século XIX, as primeiras contribui¢des sobre o assunto foram feitas por
Arago e Biot quando demonstraram o efeito que pedacos de cristais exerciam frente ao plano
de luz polarizada, ou seja, diferentes cristais desviavam a luz para a direita ou para a esquerda.
Em 1848, Louis Pasteur, cientista francés, aprofundou os estudos sobre a quiralidade. A
separacdo feita por ele de cristais do sal de tartarato de amdnio e sddio e a observagdo do
diferente efeito rotacional dos cristais, 0 levou a ser considerado o descobridor do fendmeno
da quiralidade e o fundador da base para o desenvolvimento da estereoquimica (BLASER;
SPINDLER; STUDER, 2001; COELHO, 2001; SMITH, 2009; SOLOMONS; FRYHLE,
2001).

Nos ultimos anos, esta area tem se tornando cada vez mais atrativa e diversos avangos
tecnoldgicos vém possibilitando o seu desenvolvimento. Em 2001, os pesquisadores William
S. Knowles e K. Barry Sharpless nos Estados Unidos e Ryoji Noyori no Japdo foram
homenageados com o prémio Nobel de Quimica por suas importantes contribuicdes no
aperfeicoamento e ampliacdo de técnicas de sintese assimétrica usando catalisadores quirais
na producdo de farmacos ou produtos quimicos de maneira enantiosseletiva (LOHRAY, 2001;
NOYORI, 2003; NGUYEN; HE; PHAM-HUY, 2006).

Dados referentes aos farmacos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) de

1992 a 2008 (Figura 1) refletem o aumento de interesse na produgdo de substancias
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enantiopuras tanto pela comunidade cientifica quanto pela industria farmacéutica. Enquanto
em 1992 cerca de 21% dos farmacos eram aprovados em sua forma racémica, em 2008 esse
namero reduziu-se para 5%. Por outro lado, no mesmo periodo, a aprovacdo de farmacos
quirais opticamente puros aumentou de 44% em 1992 para 63% em 2008 (LIN; YOU;
CHENG, 2011; MURAKAMI, 2007).

Ano 2008

2006 EEE————
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m Aquiral

2000 N
® Enantidbmero Puro

1998

— m Racémico
1996

1994

1992 —
0 10 20 30 40

50 60 70 80
%

Figura 1. Distribuicdo anual de farmacos aprovados pelo FDA de 1992 a 2008. Fonte: LIN;
YOU; CHENG, 2011.

Nesse sentido, informacgdes publicadas recentemente por Bronson et al. (2013)
confirmam o empenho na producdo de compostos opticamente ativos. Pode-se observar que
cerca de 57% dos farmacos aprovados pelo FDA em 2012 foram enantiémeros puros e apenas

3% na forma de racemato (Figura 2).

® Enantiémero Puro
® Racémico
i Aquiral

3%

Figura 2. Farmacos aprovados pelo FDA em 2012. Fonte: BRONSON et al., 2013.



Introducéo

A Figura 3 abaixo ilustra uma comparacdo entre a atividade bioldgica e a configuragdo
absoluta de trés compostos quirais. O enantiomero S-(-) do B-bloqueador propranolol,
utilizado, principalmente, como anti-hipertensivo, se liga mais efetivamente aos receptores [3-
adrenérgicos do que a sua forma R-(+), sendo assim, é o enantidmero terapeuticamente (til
(CROSBY, 1991; TRIGGLE, 1997). De modo semelhante, o enantidmero R,R-(-) do
cloranfenicol ¢ indicado para o tratamento antibacteriano, em contrapartida, o enantidmero
S,S-(+) é inativo (CROSBY, 1991). Outro exemplo é o farmaco quiral etambutol, sua forma
S,S-(+) é a responsavel pela atividade tuberculéstica e o enantidbmero R,R-(-) causa cegueira
(CROSBY, 1991, MANNSCHRECK; KIESSWETTER, 2007). Dessa forma, pares
enantioméricos podem interagir de uma maneira diferenciada no organismo, ou seja, enquanto
um enantidmero pode apresentar acdo benéfica, o outro pode ser inécuo ou prejudicial e

causar efeitos teratogénicos ou toxicidade.

HO
* OH Cl
o) NJ\ H
/\/\H "oy H j*\/
sl T
H
@)
OO OoN HO OH
Propranolol Cloranfenicol Etambutol
S-(-) = B-blogueador R,R-(-) = Antibacteriano S,S-(+) = Tuberculastico
R -(+) = Inativo S,S-(+) = Inativo R,R-(-) = Causa cegueira

Figura 3. Exemplos do efeito da quiralidade na atividade biolégica de farmacos.

E relevante citar que as propriedades organolépticas das substancias também s&o
influenciadas pela sua orientacdo espacial. A Figura 4 ilustra alguns exemplos de compostos
que apresentam diferentes sabores e odores em funcdo da sua configuracdo absoluta. Dessa
forma, a producdo de moléculas enantiomericamente puras ndo € s6 uma preocupacdo da
industria farmacéutica, ela também se estende aos demais campos industriais (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012; CROSBY, 1991).

@)
HOLC, NH,
NH, O
Limoneno _ Carvona Asparagina
R-(+) = Odor de laranja R-(-) = Cheiro de hortela R-(+) = Sabor doce
S -(-) = Odor de limao S -(+) = Cheiro de cominho S-(-) = Sabor amargo

Figura 4. Exemplos do efeito da quiralidade nas propriedades organolépticas de alguns
COmMpostos.
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As divergéncias comportamentais dos enantidmeros de uma mistura racémica no

organismo sdo consequéncia do reconhecimento enantioespecifico dos pares enantioméricos

pelas enzimas e receptores, os quais possuem afinidades heterogéneas por cada um dos

enantibmeros. Sendo assim, sdo capazes de discrimina-los e por meio de interacbes

estereosseletivas produzirem respostas bioldgicas distintas. Dessa forma, o enantidmero

bioativo mais potente é denominado eutdmero e aquele que possui menor atividade ou €
inativo ou até toxico é conhecido por distdmero (CALDWELL, 1995; EICHELBAUM,;
GROSS, 1996; FABER, 2011; LIMA, 1997; NGUYEN; HE; PHAM-HUY, 2006; SMITH,

2009).

1.2. Procedimentos para obtencdo de moléculas enantiomericamente enriquecidas

Nos ultimos anos, buscando a sintese de farmacos e produtos naturais quirais, houve

um acentuado desenvolvimento e avanco das técnicas de sintese enantiosseletiva. Os

principais metodos para a obtencdo de compostos opticamente ativos sdo (BARREIRO;
FERREIRA; COSTA, 1997; BLASER; PUGIN; SPINDLER, 2005; BLASER, SPINDLER;
STUDER, 2001; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; CONSTANTINO, 2012,
CROSBY, 1991; NGUYEN; HE; PHAM-HUY, 2006; PINHEIRO; FERREIRA, 1998;
STRAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002):

Chiral pool- E uma técnica relativamente econdmica, pois utiliza blocos de
construcdo quirais provenientes de produtos naturais, tais como aminoacidos,
carboidratos, terpenos e alcaldides, para a construcdo do produto final. Esses sdo
incorporados na estrutura da moléculas alvo e sdo realizadas as modificacdes
necessarias para alcancar as caracteristicas quirais desejadas. Muitas vezes esse
método € selecionado para as fases iniciais de desenvolvimento de farmacos.
Dependendo da disponibilidade comercial do substrato, pode também ser utilizado em
larga escala. Através de reacbes quimicas, pode ocorrer a formacdo de novos centros
quirais ou apenas a manutencdo da estereoquimica daqueles existentes bem como a
inversdo das suas configuracdes absolutas. Frequentemente, esses materiais de partida
ja apresentam naturalmente alta pureza enantiomérica, dessa forma, ndo é necessario
etapas adicionais para o enriquecimento enantiomérico.

Separacdo de enantidmeros- Esse processo pode ser feito por meio da interacdo de um
racemato com um composto com configuragdo absoluta definida, também conhecido

por agente de resolugdo, que ndo € consumido na reacdo. Ocorre a formagdo de pares
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diastereoisoméricos, os quais possuem propriedades quimicas e fisicas diferentes.

Sendo assim, torna-se possivel sua separacdo, a qual pode ser feita por meio de

cristalizacdo, filtracdo, cromatografia e destilacdo. A resolucdo cinética (quimica ou

enzimética), que estd relacionada com as diferentes velocidades de reacdo dos
enantidbmeros, também ¢é utilizada para separacdo de misturas racémicas. Nessas
técnicas, geralmente, o enantibmero almejado € isolado com alta pureza
enantiomérica. Todavia, ao longo desses processos, pelo menos 50% do material com

a configuracdo absoluta ndo desejada sdo reciclados por meio de racemizagdo ou

descartados.

e Sintese assimétrica- Nesse caso, a aquisicdo dos compostos enantiomericamente puros
ocorre por meio de transformacdes no substrato pré-quiral auxiliado por métodos
sintéticos, tal como, substratos quirais, auxiliares quirais, reagentes quirais e metais e
ligantes quirais (catalisadores quimicos convencionais) ou de origem natural
(biocatalisadores), por exemplo, enzimas isoladas ou contidas em micro-organismos.
Pode ser chamada também de sintese enantiosseletiva, pois 0s enantidmeros dos
produtos sdo obtidos desproporcionalmente no final, ou seja, a producdo de um dos
enantibmeros € superior ao outro.

Entre esses métodos a utilizacdo de enzimas isoladas ou contidas em micro-
organismos para a producdo de substancias opticamente puras vem se destacando e tornando-
se uma eficiente ferramenta para as industrias (SOLANO et al.,, 2012; STRAATHOF;
PANKE; SCHMID, 2002).

1.3. Enzimas

Quase todas as enzimas sdo proteinas e capazes de catalisar reagdes quimicas com alta
especificidade. Elas sdo formadas por residuos de aminoacidos que se unem por ligac6es
peptidicas e, algumas vezes, ligacdes dissulfeto, formando uma cadeia polipeptidica
(CAMPBELL, 2000; NELSON; COX, 2011). Apresentam grupos hidrofilicos polares, tais
como, -COOQ’, -OH, -NHs*, -SH e -CONH,, que devido ao ambiente natural aquoso, sdo
localizados, principalmente, na sua superficie externa para manté-las hidratadas. Ja 0s
residuos hidrofobicos, como cadeias alquilicas e arilas, permanecem no interior da proteina.
Dessa forma, a superficie de uma enzima € recoberta fortemente por uma camada de agua e
um arranjo de ligacdo de hidrogénio, altamente estruturados, formando a camada de

solvatacdo. Estas ligacdes de hidrogénio na superficie da enzima sdo fundamentais para a
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manutencdo do seu arranjo tridimensional e da sua atividade catalitica (FABER, 2011;
NELSON; COX, 2011).

Em torno de 3700 enzimas ja sdo reconhecidas e catalogadas pela Unido Internacional
de Biogquimica e Biologia Molecular (IUBMB) (FABER, 2011). Elas sdo classificadas em seis
classes (Tabela 1), de acordo com o tipo de transformacdo que catalisam (FABER, 2011;
NELSON; COX, 2011; SANTANIELLO et al., 1992):

Tabela 1. Classificacdo das enzimas. Fonte: Adaptada de FABER, 2011; NELSON; COX,
2011 e SANTANIELLO et al., 1992

N° da classe e nome Tipo de reacéo catalisada
das enzimas
1. Oxidorredutases Reacdes de oxidagdo-reducdo, ou seja, oxidacdo de C-H, C-C,
C=C, ou remocao ou adicdo de hidrogénios.
2. Transferases Reacdes de transferéncia de grupos, como aldeido, cetona,
acila, acucar, fosforil, metil e NH3,
A-(B) + C = A-C + (B)

3. Hidrolases Hidratacdo, condensacdo, formacdo e hidrolise de eésteres,
amidas, lactonas, lactamas, epoxidos, nitrilas, anidridos,
glicosideos.

4. Liases Adicdo de grupos a ligagdes duplas, ou formagéo de ligagdes
duplas por remocéo de grupos como C=C, C=N e C=0.

5. Isomerases Transferéncia de grupo dentro de uma mesma molécula

através de racemizacdo, epimerizagdo e rearranjo, produzindo
formas isoméricas.

6. Ligases Formag&o por condensacdo e clivagem de ligagbes C-O, C-S,
C-N e C-C acopladas a hidrolise de trifosfato (ATP).

Algumas classes de enzimas ndo sdo dependentes de outros componentes, apenas 0S
aminodacidos, ja presentes em sua estrutura, sdo suficientes para sua acdo catalitica. Em
contrapartida, outras, como as oxidorredutases, requerem a presenca de um grupo quimico
adicional, o qual € conhecido como cofator. Os cofatores sdo substancias ndo protéicas e sao
divididos em duas classes: fons metalicos como Fe®*, Zn?*, Mg?*, Mn**, Cu?*, Ca**, K* ou
uma molécula organica, denominada de coenzima. A maioria das coenzimas sdo vitaminas ou
produtos derivados do seu metabolismo, tais como, NADH, NADPH, coenzima A, biotina,
ATP e FMN (CAMPBELL, 2000; FABER, 2011; NELSON; COX, 2011; SILVERMAN,
1992). A enzima e o cofator se unem para realizarem suas fungbes. Em uma reacdo de
reducdo, por exemplo, primeiramente, o substrato e o cofator ligam-se a enzima, ocorre uma
reducdo do substrato e uma oxidacdo do cofator e por fim, o cofator e o produto se dissociam
da enzima (MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009).
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Existem ainda coenzimas que se ligam fortemente a uma enzima, muitas vezes por
ligagbes covalentes, e ndao se dissociam apOs a reacdo. Essas sdo chamadas de grupos
prostéticos e podem ser flavinas ou ions metalicos, por exemplo (MATSUDA;
YAMANAKA; NAKAMURA, 2009; NELSON; COX, 2011). Alguns cofatores sdo muito
sensiveis e sdo destruidos ao longo da reagdo devido as reacfes secundarias. No entanto, seu
alto custo impossibilita seu uso em quantidades estequiométricas (FABER, 2011;
MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009; UPPADA; BHADURI; NORONHA,
2014). Dessa forma, métodos para reciclagem do cofator sdo essenciais para que 0 processo
seja econbmico e industrialmente viavel. Além disso, a auséncia de um sistema que traga o
cofator pra seu estado original acarreta a perda da eficiéncia catalitica da enzima e a reagdo
pode ndo alcangar seu maximo rendimento (UPPADA; BHADURI; NORONHA, 2014).

Em comparagdo com as reacdes ndo catalisadas, as enzimas apresentam um alto
potencial catalitico e sdo capazes de aumentar a velocidade da rea¢do por um fator da ordem
de 10% - 10" Em algumas condices, pode exceder o fator de 10'. J& os catalisadores
sintéticos aceleram a reac&o por um fator de 10 - 10*. Além disso, a quantidade requerida
destes catalisadores é maior, geralmente, sdo empregados em concentracdes de 0,1 a 1 mol%,
enquanto que a maioria das reacées enzimaticas sdo eficientes com uma quantidade de 10 a
10" mol% do biocatalisador (CAMPBELL, 2000; FABER, 2011; SILVERMAN, 2002).

Pode-se dizer também que as reacdes enzimaticas sd0 menos agressivas a0 meio
ambiente, pois, por exemplo, ha uma substituicdo dos reagentes de hidreto e metais pesados
potencialmente perigosos utilizados em sinteses assimétricas classicas. Além disso,
frequentemente, as reacdes sao realizadas em agua e, nesses casos, tanto as enzimas como 0S
residuos sdo degradados pelo meio ambiente e ndo apresentam alta toxicidade como aqueles
produzidos em reac@es utilizando catalisadores sintéticos. Assim, 0s procedimentos mediados
por enzimas sdo adequados e muito atrativos para 0s processos industriais, pois provocam
menores prejuizos ambientais, sendo uma das a¢des mais importantes para o desenvolvimento
e expansdo de uma metodologia quimica sustentavel e mais verde (DUNN, 2012; FABER,
2011; ROZZELL, 1999; UPPADA; BHADURI; NORONHA, 2014; WOODLEY, 2008).

Além disso, as condicdes reacionais empregadas em reacdes enzimaticas sdo suaves:
as enzimas efetuam catalise na faixa de pH 5 - 8, em temperaturas no intervalo de 20 °C a 40
°C e sob pressdo atmosférica. Assim, hd uma reducdo consideravel da formacdo de
subprodutos resultantes de reacGes laterais indesejaveis, como, isomerizacdo, racemizacao,
decomposicao e rearranjos (FABER, 2011; YAMADA,; SHIMIZU, 1988).
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Outra qualidade das enzimas € a sua versatilidade, ou seja, elas ndo se restringem
apenas aos seus substratos naturais, sdo altamente tolerantes, capazes de aceitar uma grande
diversidade de substratos que ndo sdo naturais e exibirem especificidades tdo elevada para
estes quanto para os seus equivalentes naturais (FABER, 2011; YAMADA; SHIMIZU, 1988).
Além disso, caso seja benéfico para o procedimento, 0 meio aquoso pode ser substituido, por
exemplo, por um solvente organico, liquido ibnico ou fluido supercritico (FABER, 2011).

Todas essas propriedades apresentadas ja fazem das enzimas catalisadores peculiares,
entretanto, a precisdo quimica apresentada por elas, provavelmente, é a vantagem mais
importante. Nesse sentido, produtos secundarios e multiplos isdmeros, que, sdo comuns em
reacOes com catalisadores quimicos, sdo minimizados nas transformacdes com catalisadores
bioldgicos, facilitando o procedimento de purificacdo. Geralmente, ndo sdo necessarias etapas
de protecdo e desprotecdo que muitas vezes sdo exigidas na catalise classica. Portanto, €
possivel a obtencdo do produto desejado com alta seletividade e economia significativa nos
custos energéticos (ROZZELL, 1999; UPPADA; BHADURI; NORONHA, 2014;
WOODLEY, 2008).

As enzimas apresentam quimiosseletividade, isto é, atuam seletivamente em um dnico
grupamento funcional, preservando outros grupos funcionais quimicamente sensiveis e até
mesmo mais reativos, que certamente reagiriam sob a catélise tradicional (FABER, 2011;
ROZZELL, 1999; UPPADA; BHADURI; NORONHA, 2014). Além disso, as enzimas sao
altamente regiosseletivas, visto que sdo formadas por uma complexa estrutura tridimensional,
elas sdo capazes de reconhecer e discriminar grupamentos com as mesmas funcionalizacGes
quimicas e reatividade similares que estdo localizados em regiGes diferentes no mesmo
compostos (FABER, 2011; ROZZELL, 1999).

A estereosseletividade é outra caracteristica fundamental das enzimas, assim, possuem
uma capacidade intrinseca de agir com alta seletividade em um Unico enantidmero ou
diastereoisomero. Em outras palavras, toda enzima é quiral e qualquer elemento de assimetria
encontrado no substrato influencia na formacdo do complexo enzima-substrato [ES]. Dessa
maneira, um material de partida pré-quiral pode ser transformado em um produto
enantiomericamente enriquecido e um par enantiomérico de um racemato pode ser separado
por meio de uma resolucdo cinética, na qual os enantibmeros reagem com velocidades
diferentes (FABER, 2011; ROZZELL, 1999).

As seletividades, em conjunto, representam as caracteristicas e capacidades mais
importantes das enzimas para a exploragdo da sintese assimétrica e tornam-nas potentes

catalisadores de compostos opticamente ativos, 0 que é de grande interesse das industrias
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tanto para a producdo de intermediarios quanto dos produtos finais (FABER, 2011; SOLANO
et al., 2012; UPPADA; BHADURI; NORONHA, 2014).

No entanto, uma das desvantagens das enzimas é a ndo disponibilidade na natureza do
seu par enantiomérico, ou seja, elas existem em apenas uma forma enantiomérica, assim, ndo
é possivel inverter a indugcdo de um centro estereogénico em uma catalise enzimatica apenas
selecionando o enantidmero da enzima com a estereoquimica oposta. Para a obtencdo do
outro enantidbmero do produto, deve-se buscar um catalisador biolégico com a
estereosseletividade contraria (FABER, 2011).

Muitas enzimas também estdo sujeitas a fendbmenos de inibicdo pelo substrato e pelo
produto. A alta concentracdo de ambos é um fator que prejudica a eficiéncia do processo.
Uma alternativa é controlar a concentracdo do substrato através da adi¢do continua e remover
gradualmente o produto in situ (FABER, 2011).

Outro inconveniente em relacdo ao uso de enzimas é que, apesar delas serem bastante
flexiveis e aceitarem uma diversidade de substratos ndo naturais, aquelas que necessitam de
cofatores se ligam apenas aos seus cofatores naturais. Dessa forma, ja que estes ndo podem
ser substituidos por equivalentes sintéticos menos dispendiosos, em muitos casos, €
necessario um eficiente sistema de regeneracdo (FABER, 2011).

A vantagem da utilizacdo de condigdes suaves citada anteriormente, pode tornar-se um
problema quando a velocidade da reacdo enzimatica € baixa. Nesses casos, sd0 necessarios
ajustes nos parametros operacionais de pH e temperatura, porém elevadas temperaturas e pH
extremos podem levar a desativacdo da enzima. A estreita faixa de temperatura e pH para a
atividade enzimatica impede algumas mudancas bruscas nas condi¢cdes experimentais e,
consequentemente, pode limitar algumas reacdes (FABER, 2011).

Além de ser o solvente mais recomendavel em relacdo ao meio ambiente, as enzimas
apresentam sua atividade catalitica mais potente em agua. No entanto, devido ao seu elevado
calor de vaporizacdo e ponto de ebuli¢do, 0 meio aquoso € 0 menos adequado para a maioria
das reacGes organicas. Adicionalmente, muitos compostos organicos sdo pouco soliveis ou
insoliveis em &gua. Assim, seria interessante que as transformacGes com catalisadores
biolégicos ocorressem em meio organico, porém a presenca do solvente organico pode
provocar a perda da atividade da enzima e comprometer o processo (FABER, 2011).

Com a evolucdo das pesquisas, houve a criacdo e o desenvolvimento de novos
procedimentos para as transformacdes utilizando enzimas como catalisadores, como também

0 aprimoramento daqueles ja existentes e consequentemente, essas possiveis desvantagens
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tém sido atenuadas. Muitas vezes, pequenas alteracdes nas condigdes reacionais sdo capazes

de melhorar significativamente os resultados.
1.3.1. A catélise enzimética

As enzimas (E) sdo catalisadores biologicos e, de um modo geral, aumentam a
velocidade da reacdo por meio da diminuicdo da barreira de energia (energia de ativagio-Ea)
entre o substrato (S) e o produto (P). A fungdo da enzima é acelerar a reacdo de conversdo do
S no P. A catalise de uma reacdo sempre inicia-se pela formacéo do [ES] em uma cavidade ou
bolsdo na superficie da enzima denominado de sitio ativo, o qual é constituido por
aminoacidos que se ligam ao substrato, catalisam sua transformacédo e liberam o produto. A
formacdo do [ES] especifico e essencial para a atividade enzimética e € o que efetivamente
diferencia as enzimas de outros catalisadores quimicos tradicionais (CAMPBELL, 2000;
FABER, 2011; NELSON; COX, 2011; SILVERMAN, 2002).

Como pode-se observar na Figura 5, 0s processos catalisados por enzimas apresentam
uma barreira energética menor do que aqueles na auséncia do catalisador, sendo assim, a
velocidade de uma reacdo catalisada € mais elevada. Pode-se dizer que as mesmas forcas que
estabilizam a estrutura conformacional das proteinas assistem a interacao entre o substrato e a
enzima no [ES]. Séo elas: ligacOes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas, interagdes ibnicas e
interacdes de van der Waals. Com menor frequéncia, ligacdes covalentes transitorias também
podem ocorrer. Concomitantemente a formacéo de cada interacdo no [ES], uma quantidade
pequena de energia livre é liberada estabilizando a interacdo (ALEDO; LOBO; VALLE,
2003; FABER, 2011; NELSON; COX, 2011; SILVERMAN, 2002).

N

N3o catalisada

[ES]*
[Es]

Coordenada de reagdo

Energia livre

Figura 5. Diagrama de energia comparando uma reacédo catalisada enzimaticamente com uma
néo catalisada. Fonte: Adaptada de FABER, 2011.
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De um modo geral, a estereosseletividade das enzimas esta relacionada com a sua
especificidade e baseia-se na diferenca de energia dos complexos enzima-substrato no estado
de transicdo [ES]". Em uma reacdo enantiosseletiva ambos os substratos enantioméricos S; e
S, de um mistura racémica, por exemplo, competem pelo sitio ativo da enzima. Como este
fornece um ambiente quiral, a estereoquimica da reacdo sera determinada pela quiralidade da
enzima, e assim, sdo formados dois complexos diastereoisomeéricos enzima-substrato [ES;] e
[ES.], os quais apresentam valores distintos de energia livre (AG) para os seus estados de
transicdo [ESi]” e [ES.], respectivamente (Figura 6). A energia de ativacdo é diferente para
0s enantibmeros S; e S, e, por conseguinte, um enantiébmero, nesse caso 0 S;, reagird com
maior velocidade do que o outro. Portanto, 0 AG” esta diretamente relacionado com a
seletividade, ou seja, quanto maior for a sua medida, maior sera o excesso enantiomérico (ee)
do produto. Esse processo é denominado de reconhecimento quiral (FABER, 2011,
SILVERMAN, 2002).

[ES,J*

AG*

S S 2
lento 2 Ot rapido
P,<cTC[ES,] === E = [ES;}>= P,

E+S,0uS,

Energia livre

E+P, E+P,

Coordenada de reacdo

Figura 6. Diagrama de energia de uma reacao enantiosseletiva catalisada por enzima
comparando a AG dos estados de transi¢do dos enantidbmeros. Fonte: Adaptada de FABER,
2011.

Nesse sentido, para explicar a enantiosseletividade das reacbes enzimaticas, foi
proposta a "teoria dos trés pontos”. Segundo esta, um substrato deve estar posicionado
firmemente em trés dimensdes dentro da enzima para assegurar o reconhecimento estérico,
alcancar um alto grau de enantiodiferenciacdo e a efetiva formacdo do [ES]. Como pode-se
observar na Figura 7, sdo necessarios pelo menos trés pontos de ligacdo do substrato com o
sitio ativo, assim, o enantibmero S que tem maior afinidade com a enzima, se ajusta melhor e

é 0 mais ativo, ja o0 enantibmero R é incapaz de se ligar efetivamente a enzima, o que pode
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provocar diminuicdo ou alteracdo na sua atividade (FABER, 2011; MANNSCHRECK;
KIESSWETTER, 2007; OGSTON, 1948, NGUYEN; HE; PHAM-HUY, 2006).1

Enantidmero S Enantiémero R

Sitio ativo da enzima Sitio ativo da enzima

Figura 7. Representacdo esquematica da teoria dos trés pontos. Fonte: Adaptada de
MANNSCHRECK; KIESSWETTER, 2007 e OGSTON, 1948 .

Dessa forma, o arranjo estereoquimico € importante para a discriminacdo dos
enantibmeros, a formacdo do [ES] e a catélise, ou seja, quanto maior a quantidade de
interacOes e quanto melhor for o encaixe do substrato no sitio ativo da enzima, mais efetiva é

sua acao.

1.4. Biocatalise

A busca por metodologias eficientes e economicamente viaveis, que permitissem a
preparacdo de substancias com um elevado grau de pureza enantiomérica e que favorecessem
a substituicdo dos processos quimicos convencionais por outros, menos agressivos a0 meio
ambiente, resultou em um grande desenvolvimento dos estudos e investimentos na area da
biocatélise (PATEL, 2008; SCHMID et al. 2001; SCHOEMAKER et al., 1997; WANDREY;
LIESE; KIHUMBU, 2000; ZAKS, 2001). A biocatalise é a aplicacdo de enzimas isoladas ou
contidas em ceélulas integras de micro-organismos (TORRELO; HANEFELD; HOLLMAN,
2015; UPPADA; BHADURI; NORONHA, 2014), plantas e animais. Estas podem ser usadas
em sua forma livre (ISHIGE.; HONDA; SHIMIZU, 2001; NAKAMURA, 2003) ou
imobilizadas (SHELDON, 2013), abrangendo todos 0S processos em que 0S Sistemas
enzimaticos sdo os responsaveis pelas transformag6es quimicas de uma maneira mais simples,
seletiva e sustentavel (DUNN, 2012; WOODLEY, 2008).

A biocatélise ja vem sendo utilizada ha séculos, principalmente, para a producdo de
alimentos e bebidas, tais como vinhos, queijos e cervejas (ROBERTS, 2004). De acordo com

Wackett e Hershberger (2001), biocatalise e biotransformacdo sdo termos equivalentes,
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entretanto, biotransformacdo € um termo mais abragente, utilizado para qualquer
transformagdo bioldgica nos substratos. JA4 a biocatdlise € normalmente relacionada a
processos realizados com o propdsito de sintetizar um produto de utilidade sintética, como
farmacos e intermediarios. Dessa forma, em sintese organica, a biocatalise é frequentemente
relacionada a substituicdo de um reagente quimico por uma enzima.

Entre as possiveis fontes de biocatalisadores, 0s micro-organismos sdo de grande
importancia e apresentam algumas particularidades, tais como, curto periodo de crescimento;
ha uma grande diversidade da microbiota existente na natureza, a qual é composta por
espécies detentoras de caracteristicas e atividades distintas e peculiares e o grande arsenal
enzimatico que eles possuem e que os tornam capazes de catalisar diversos tipos de reacdes
(CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001; ISHIGE.; HONDA; SHIMIZU, 2001)

Além disso, com a utilizagdo de células integras ndo € necessario a adi¢do de cofatores
exdgenos de alto custo (NAD(P)H e NAD(P)") (MONTI et al., 2011; SILVA; STAMBUK;
NASCIMENTO, 2012), bem como de um sistema para sua regeneracao in situ, pois elas ja
possuem seus cofatores e um sistema de reciclagem proprio e eficiente atraves de suas vias
metabolicas (FABER, 2011; HOLLMANN, ARENDS, HOLTMANN, 2011; HOUNG et al.,
2003; WANG; ZONG; LOU, 2009; ZHANG; PIONNIER, 2003).

No entanto, como os cofatores estdo presentes em quantidades cataliticas nos micro-
organismos, fontes de carbono nao dispendiosas como carboidratos, especialmente sacarose e
glicose, assim como outras moléculas organicas, como o etanol, podem ser usadas como
substratos auxiliares para a reciclagem dos cofatores (ZHANG; PIONNIER, 2003). Na
auséncia de substratos auxiliares, as células integras podem usar os elétrons doadores
armazenados em suas préprias células, como também a agua, que, nesse caso, € a principal
fonte de hidrogénio para a reciclagem do cofator (CHU et al., 2006; ZHANG et al., 2001;
ZHANG; PIONNIER, 2003). Adicionalmente, a utilizacdo de células integras evita o0s
processos de isolamento e purificacdo da enzima, 0s quais podem ter um alto custo e como as
enzimas dentro das células estdo protegidas do ambiente externo, na maioria das vezes, sdo
mais estaveis a longo prazo do que quando isoladas (CARBALLEIRA et al., 2009; HOUNG
et al.,, 2003; ISHIGE; HONDA; SHIMIZU, 2001). A biotransformacdo, entdo, pode ser
realizada com a adicdo do substrato ao meio biocatalitico, o qual fornecera as enzimas, 0s
cofatores e o sistema de regeneracdo necessarios para a formacdo do produto.

As maiores aplicacdes da biocatalise concentram-se na sintese assimétrica, na qual os
catalisadores quimicos cléssicos vém sendo substituidos pelas enzimas para preparagdo de
compostos quirais (PANKE; HELD; WUBBOLTS, 2004; SOLANO et al, 2012;
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WOODLEY, 2008). Recentemente, Solano e colaboradores (2012) relataram processos de
biocatalise usados em escala industrial ou preparativa para a sintese de blocos de construcéo
biologicamente ativos. Na Tabela 2, por exemplo, pode-se observar a sintese de precursores

quirais biorreduzidos utilizando células integras de micro-organismo.

Tabela 2. Exemplos de compostos quimicos sintetizados por meio de biorreducéo catalisada
por células integras de micro-organismos. Fonte: Adaptada de SOLANO et al., 2012

@ ié@& A»L o LT,

9 10
Produto Biocatalisador Produtor Farmaco

(2S,3R)-1  Rhodococcus erythropolis Bristol-Myers Atazanavir (inibidor da HIV

Squibb endopeptidase)
(5)-2 Zygosaccharomyces rouxii Eli-Lilly and Talampane|™
Company (benzodiazepinicos)
(R)-3 Saccharomyces cerevisiae Johanson y cols. Derivados do anti-tumoral
taxano
(S)-4 Microbacterium Merck & Co. Inc. Montelukast (anti-asmatico)
campoquemadoensis
(S)-5 Rhodotorula pilimanae Merck & Co. Inc. Inibidor da fosfodiesterase
(tratamento da asma)
(R)-6 Aureobasidium pullulans Bristol-Myers Moduladores dos receptores
SC 13849 Squibb do écido retindico
(2R,3S)-7  Rec. E. coli expressando Lonza Farmacos para o tratamento
enzima de P.finlandica do colesterol
(5)-8 Escherichia coli Kaneka Co Atorvastatina (cadeia lateral)
(5)-9 Geotrichum candidum SC Bristol-Myers Atorvastatina (cadeia lateral)
5469 Squibb
(R)-10 Rec. E. coli expressando Hoffmann- Carotenoides e vitaminas
enzima de C. macedoniensi LaRoche
(5)-11 Rec. E. coli expressando Bristol-Myers Omapatrilat (anti-
enzima de Sporosarcina sp. Squibb hipertensivo)
(S)-12 Rec. E. coli expressando Degussa AG Agentes anti-tumorais e
enzima de T. intermedius inibidores da HIV

endopeptidase
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E relevante citar que nos dltimos anos, elevou-se a utilizagdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae, também conhecida como fermento de pdo (FP), como
biocatalisador para a preparacdo de compostos opticamente ativos (CLOSOSKI et al., 2007;
LUO; WANG; GONG, 2010; PEREIRA, 1995a; RODRIGUES; MORAN, 2001;
RODRIGUES et al. 2004; SCHAEFER et al., 2013; SERVI, 1990). Muitas sdo as vantagens
na utilizacdo desse micro-organismo, tais como versatilidade; baixo custo; alta
enantiosseletividade; rendimentos quimicos satisfatorios; grande disponibilidade, facilitando
sua aquisicdo; ndo é patogénico e toxico; facil manipulagdo, ndo exigindo, assim, o
conhecimento e aplicagdo de técnicas bioquimicas e microbioldgicas complexas (PEREIRA,
1995a; RODRIGUES; MORAN, 2001; SERVI, 1990).

Além disso, o Saccharomyces cerevisiae é capaz de catalisar diversas reacdes de sintese
assimetrica, tais como, reducao, ciclizagdo, condensacao e resolucdo cinética (FABER, 2011;
PEREIRA, 1995a; SERVI, 1990).

1.4.1. Biorreducdo dos compostos carbonilicos a,p-insaturados mediada por micro-

organismos

As enzimas empregadas em reagfes redox sdo conhecidas como oxidorredutases e de
um modo geral, sdo classificadas em trés categorias: desidrogenases, oxigenases e oxidases
(FABER, 2011). Podem ser encontradas isoladas (MONTI et al., 2011) ou contidas em
células integras de micro-organismos (BRENNA et al., 2012; CARBALLEIRA et al., 2009;
FABER, 2011; HALL; BOMMARIUS, 2011; WINKLER et al., 2012). Entre elas, as
desidrogenases destacam-se pelo seu amplo uso em reac@es de biorreducdo de substratos pro-
quirais para a producdo de compostos opticamente ativos (Esquema 1) (CARBALLEIRA et
al., 2009; FABER, 2011; HALL; BOMMARIUS, 2011). A alcool desidrogenase (ADH),
também conhecida por carbonila redutase, tem sido comumente utilizada para a preparagéo de
alcoois enriquecidos enantiomericamente por meio da reducdo de grupos carbonilas
(CARBALLEIRA et al., 2009; FABER, 2011; MILAGRE et al., 2009; MONTI et al., 2011;
NAKAMURA et al., 2003). Ja a ene redutase (ER) tem sido bastante empregada e
demonstrado grande eficiéncia na reducdo de ligagdes C=C de moléculas o,B-insaturadas
cujas ligacGes duplas séo ativadas por conjugacdo com grupos retiradores de elétrons (GRE),
como carbonila (BRENNA et al., 2012; CARBALLEIRA et al., 2009; HALL et al., 2006;
HUANG; ZHANG; GONG, 2005; KAWAI, et al., 1996, KAWAI; HAYASHI; TOKITOH,
2001; TORRELO; HANEFELD; HOLLMAN, 2015) e nitro (KAWAI et al., 2001), os quais
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aumentam a susceptibilidade a um ataque nucleofilico por um hidreto, assim, alcenos isolados
ndo reagem (FABER, 2011; WINKLER et al., 2012).

Sistema de
o) reciclagem OH OH

R/ R, 7N R1/?\ Rp R1/LR2

H,-Cofator Cofator

% R1H H R2

GRE R
> < Desidrogenases GREI--H"'R3 ou GRE'--H-"R3
R} R, H R, Ry H

Material de partida

pré-quiral Produtos quirais

GRE=grupo retirador de elétron

Esquema 1. Representacéo geral das reac6es de reducdo catalisadas por alcool desidrogenase
e ene redutase. Fonte: Adaptado de FABER, 2011.

A reducdo assimétrica de ligacdes duplas C=C € uma das estratégicas mais utilizadas
para a obtencdo de compostos quirais. As enzimas ene redutases, responsaveis por essa
reducdo biocatalitica, contém o mononucleotideo de flavina (FMN), sdo dependentes do
NAD(P)H e sdo membros da familia das Old Yellow Enzyme (OYE). A primeira ene redutase
foi descoberta na década de 30, sendo estas amplamente distribuidas em micro-organismos e
plantas (FABER, 2011; SHIMODA; KUBOTA; HAMADA, 2004; STUERMER et al. 2007,
TOOGOOD; GARDINER; SCRUTTON, 2010; TOOGOOD; SCRUTTON, 2014;
WINKLER et al., 2012). A ER pode ser aplicada na biorreducéo assimétrica de alcenos para a
obtencdo de compostos carbonilicos a-alquil substituidos opticamente ativos, 0s quais sao
importantes blocos de constru¢do na sintese de farmacos quirais (BACH et al. 1998;
COLOMBO et al., 1991; SHIN et al., 2007; SMITH; FREEZE, 2008) e produtos naturais,
especialmente, feromdnios (MORI; MASUDA; SUGURO, 1981; RILEY; SILVERSTEIN;
MOSER, 1974; SINHA; KEINAN, 1995) e fragrancias (ABATE et al., 2005; WINKLER et
al., 2012).

Muller, Hauer e Rosche (2006) investigaram a biorreducdo assimétrica do citral para a
obtencdo do citronelal mediado por células integras de fungos e bactérias. Eles descobriram
que diferentes micro-organismos podem apresentar atividades biocataliticas com
estereoespecificidades opostas para reducdo do citral em seus produtos R- ou S-citronelal

(Tabela 3). As bactérias produziram preferencialmente o enantibmero S, ja os fungos geraram
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0 enantibmero R. Assim, para futuros processos de bioconversdo, € possivel a preparacdo de
ambos seletivamente por meio da escolha do micro-organismo adequado. Observou-se
também que, como esperado, a ligacdo dupla isolada e ndo ativada permaneceu inalterada
durante as reacOes de biorreducéo.

Tabela 3. Biorreducdo do citral mediado por micro-organismos. Fonte: Adaptada MULLER;
HAUER; ROSCHE, 2006.

Me Me Me Me + Me Me
Me)\/\)\/CHO micro-organismos Me)\/\/k/CHO Me)\/\/:\/CHO
13-Citral o, 307C 14-R-(+)-citronelal 15-S-(+)-citronelal
geranial= trans
neral= cis
Micro-organismo Configuragéo ee(%0)
Zymomonas mobilis S >99
Citrobacter freundii S 75
Candida rugosa R >908
Saccharomyces bayanus R >97
Saccharomyces cerevisiae R >96
Kluyveromyces marxianus R >95
Candida utilis R >04
Issatchenkia orientalis R 64
Rhizopus javanicus R >94

Entre os diversos micro-organismos que apresentam a ene redutase e,
consequentemente, a capacidade de reduzir assimetricamente a ligacdo dupla (MULLER;
HAUER; ROSCHE, 2006; WINKLER et al., 2012), o Saccharomyces cerevisiae ocupa um
lugar especial, pois historicamente, ele foi o primeiro biocatalisador adotado para sinteses
assimétricas e gerou compostos quirais com alto ee (BRENNA et al., 2012; SERVI, 1990).
Além disso, a maioria das reducdes biocataliticas assimétricas tém sido mediadas por células
integras de micro-organismos, principalmente, de Saccharomyces cerevisiae, a fim de evitar a
adicdo de um sistema de reciclagem do cofator externo e os dispendiosos e complicados
processos de isolamento da enzima (HALL et al., 2006; SERVI, 1990; STUERMER et al.,
2007).

Embora as estereosseletividades das biorreducdes mediadas por células integras muitas
vezes sejam excelentes, a quimiosseletividade € frequentemente insatisfatoria devido a
presenca de competitivas desidrogenases (HALL et al., 2006). A taxa relativa da redugéo C=C
versus C=0 depende das enzimas e dos compostos envolvidos (KERGOMARD; RENARD;
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VESCHAMBRE, 1982; STUERMER et al., 2007). Por exemplo, a competitiva reducdo da
carbonila em olefinas ativadas é menor em cetonas do que em aldeidos e a distribui¢do do
produto esta relacionada com a quantidade e velocidade relativa de reducdo de cada uma
dessas enzimas presentes nos micro-organismos (FABER, 2011; STUERMER et al., 2007;
WINKLER et al., 2012).

Nesse sentido, Zagozda e Plenkiewicz (2006) empregaram trés micro-organismos,
Mortierella isabellina, Geotrichum candidum e Rhodotorula rubra, para a reducdo do
composto 4-fenil-3-metil-3-buten-2-ona e dos seus derivados com substituintes no anel
aromatico. Eles observaram que enquanto a linhagem de Rhodotorula rubra converteu os
compostos nas cetonas opticamente ativas 17 com moderadas enantiosseletividades e com
apenas tracos dos correspondentes alcoois insaturados 18 e saturados 19 (Tabela 4), as
linhagens de Mortierella isabellina e Geotrichum candidum reduziram as cetonas a,[3-
insaturadas no correspondente alcool secundario 20 com elevado ee (Tabela 5). Dessa
maneira, uma cuidadosa selecdo do micro-organismo podera direcionar a reacdo no sentido da

reducdo de um centro quiral ou de outro e na obtencdo do produto almejado.

Tabela 4. Biorreducdo das cetonas a,fB-insaturadas mediada por Rhodotorula rubra. Fonte:
Adaptado de ZAGOZDA; PLENKIEWICZ, 2006.

0 0 OH OH
R. rubra
Ar/\HJ\Me > Ar/\HLMe+ Ar/\H\Me + Ar/\l)\Me
(o]
Me 30 °C, 140 rpm Me Me Me
16a-e S(+)-17a-d 18a-d 19a-d
Produto Ar Tempo(h) Conversao Rendimento® (%) ee(%)°
17a H-Ph 22 64/44 46
17b m-OMe-Ph 23 66/49 71
17c p-OMe-Ph 24 55/32 38
17d m-Me-Ph 24 61/41 65
17e p-NMe, 120 - -

& Conversdo da cetona saturada foi determinada por analise no CG.
® Rendimento isolado.
¢ Determinado por CLAE usando a coluna Chiracel OD-H.
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Tabela 5. Biorredugéo das cetonas a,B-insaturadas mediada por Mortierella isabellina (Mi) e
Geotrichum candidum (Gc). Fonte: Adaptada de ZAGOZDA; PLENKIEWICZ, 2006.

O M. isabellina §H
Ar/\HJ\Me G. candidum Ar/\/LMe
Me 30°C, 140 rpm Me
16a-e S-(+)-20-a,b,d
(-)-20-c,e
Produto Ar Micro- Tempo Converséo °/ ee(%)°
organismo (h) Rendimento® (%)
20a H-Ph Mi 6 81/65 97
20b m-OMe-Ph Mi 24 59/35 94
20c p-OMe-Ph Mi 24 51/23 77
20d m-Me-Ph Mi 24 56/31 94
20e p-NMe, Mi 48 65/12 43
20a H-Ph Gc 2 47124 98
20b m-OMe-Ph Gc 3 18/16 99
20c p-OMe-Ph Gc 48 - -
20d m-Me-Ph Gc 3 25/19 98
20e p-NMe, Gc 48 - -

& Conversdo da cetona saturada foi determinada por andlise no CG.
® Rendimento isolado.
¢ Determinado por CLAE usando a coluna Chiracel OD-H.

A existéncia de dois caminhos diferentes na biorreducdo de enonas ja havia sido
reportada por van Deursen e colaboradores em 2004. De acordo com esses pesquisadores, a
existéncia de duas classes de oxidorredutases pode direcionar a biotransformacéo para
caminhos distintos. Por um lado, a ADH exclusivamente reduz o grupamento cetona e
mantém a ligacdo C=C inalterada. Por outro lado, a ene redutase apresenta
quimiosseletividade e, frequentemente, boa estereosseletividade na biorreducdo da ligacéo
C=C e mantém a funcdo carbonila intacta. O caminho a ser seguido esta relacionado tanto
com 0s micro-organismos quanto com os substratos empregados.

Dessa forma, como a ligacdo C=C ndo ativada por GRE nao é reativa (FABER, 2011;
MULLER; HAUER; ROSCHE, 2006; WINKLER et al., 2012), provavelmente, a reducdo da
ligacdo do grupo carbonila pela desidrogenase ocorre como um segundo plano (ZAGOZDA,;

PLENKIEWICZ, 2006). O FP, por exemplo, primeiramente reduz a ligagdo C=C de enonas,
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por meio da acdo da ene redutase, gerando cetonas saturadas, as quais podem ser reduzidas a
alcoois saturados em um processo lento através da ADH (van Deursen et al., 2004)

Kawai e colaboradores (1996) buscaram a elucidagdo do caminho reacional na
biorredugdo do composto carbonilico a-alquil-a,B-insaturado 21a mediada por FP, pois em
seus experimentos eles detectaram 3% do alcool insaturado 24a e 9% do &lcool saturado 23a
quando submeteram a cetona 21a as reagdes de biorreducdo. Para isso, prepararam uma
cetona racémica saturada 22a e um alcool alilico racémico 24a e submeteram-nos ao sistema
biocatalitico. A cetona saturada 22a gerou o alcool saturado 23a lentamente enquanto o alcool
alilico 24a foi recuperado inalterado (Esquema 2).

OH e) (o) OH
£
Ph/\A\Me -~ Ph/\)J\Me —>Ph ¥} "Me — » Ph/ﬁ")\Me
Me Me Me Me
24a 21a 22a 23a

Esquema 2. Possivel caminho reacional da biorredugdo de cetonas o,f-insaturadas. Fonte:
Adaptado de KAWAI et al, 1996.

Tais resultados sugerem que o alcool saturado 23a é produzido através da cetona
saturada 22a depois de um prolongado tempo reacional ou sob drasticas condicdes reacionais,
ja o composto 24a possivelmente é um produto final formado através de um segundo caminho
a partir da cetona 2la. Dessa forma, eles concluiram que a reducdo da ligacdo C=C ¢
predominante em olefinas ativadas e que seus resultados eram semelhantes aqueles ja
relatados por Sakai et al. (1991).

Dando continuidade aos estudos, Kawai e colaboradores (1996), visando melhorar a
enantiosseletividade na reducdo assimétrica de cetonas a,B-insaturadas, avaliaram o efeito dos
substituintes (Tabela 6). Eles observaram que a estereosseletividade da reducdo é fortemente
influenciada pelos substituintes no anel aromatico assim como pela suas posicdes (orto, meta
e para). A presenca dos substituintes em orto 22b e meta 22c, por exemplo, melhoraram

drasticamente a estereosseletividade da reacdo.
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Tabela 6. Reducdo assimétrica de enonas 21 com fermento de pdo. Fonte: Adaptada de
KAWAI et al, 1996.

O O
Ar/\)J\Me fermzr;’io;e pao_ Ar/\‘)J\Me
Me Me
21a-i 22a-i
Produto Ar Tempo(h) Rendimento(%)  ee(%)
22a Ph 30 42 71
22b 2-MeO-Ph 48 13 >05
22¢ 3-MeO-Ph 48 72 >05
22d 4-MeO-Ph 20 73 61
22¢ 3,4-di-MeO-Ph 60 59 >05
22f 4-OH-Ph 76 20 58
22¢ 3-CI-Ph 24 91 96
22h 3-NO,-Ph 48 49 >05
22i 2-Py 50 59 65

Recentemente, Brenna et al. (2013) também estudaram os efeitos estéricos e eletrénicos
na biorredugdo de a,B-insaturada-a-alquil-B-aril cetonas (Tabela 7). Sabendo da possibilidade
de competicdo entre enzimas com diferentes quimiosseletividades existentes em ceélulas
integras e buscando evitar qualquer inconveniente que pudesse impedir a alta seletividade e
rendimento das biotransformacéos, esses pesquisadores optaram pela utilizacdo de enzimas
isoladas OYE1-3. Os resultados indicaram que a conversao é maior quando os substituintes na
posicdo o e adjacentes a carbonila sdo pequenos. Em decorréncia do aumento do efeito
estérico na presenca de substituintes mais volumosos, hd uma diminuicdo da conversao e, as
vezes, como pode-se verificar com os substratos 23f, 23i e 23k, a reacdo ndo ocorre.
Similarmente a Kawai e colaboradores (1996), eles verificaram que os substituintes no anel
aromatico na posicdo orto 23b e meta 23c geraram produtos com maiores
enantiosseletividades do que aqueles na posicdo para 23d. Além disso, as ene redutases
OYE1-3 demonstraram comportamentos enantiodivergentes e permitiram 0 acesso a ambos

enantiobmeros (R ou S) dos produtos por meio do emprego de diferentes biocatalisadores.
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23
Tabela 7. Biorredugdo de o-alquil-p-aril enonas mediada por OYE1-3. Fonte: Adaptada de
BRENNA et al., 2013.
o 0
Ar/\)LRZ OYE1-3 Ar/\)LRz
R, 24 h, 30 °C, 160 rpm R4
23a-k 24a-k
Substrato R; R, Ar OYE1l OYE2 OYE3
23 Conv.2(%) ee®(%) Conv.%(%) ee®(%) Conv.%(%) ee®(%)
a Me Me Ph >99 56(S) >99 61(S) >99 98(S)
b Me Me 2-MeO-Ph  >99 97(S) 61 95(S) 46 96(S)
c Me Me 3-MeO-Ph  >99 95(S) >99 97(S) >99 99(S)
d Me Me 4-MeO-Ph 92 42(S) 64 59(S) 45 97(S)
e Me Et Ph 67 59(R) 9 76(R) 14 89(S)
f Me Et 2-MeO-Ph 3 n.d. <1 n.d. <1 n.d.
g Me Et  3-MeO-Ph 53 20(R) 11 42(R) 8 95(S)
h Me Et 4-MeO-Ph 41 60(R) 26 69(R) 7 81(S)
i Me i-Pr  Ph <1 n.d. <1 n.d. <1 n.d.
j Et Me Ph >99 99(S) 52 99(S) >99 99(S)
k n-Bu Me Ph 16 98(S) 3 n.d. 6 n.d.

& Conversdo foi determinada por analise no CG-EM.
® Determinada por CG acoplado com coluna quiral.

Paula e colaboradores (2013) também observaram a enantiodivergéncia na reducdo de
a-metil e a-halometil enonas mediada por S. cerevisiae (Esquema 3). Quando as a-halometil
enonas foram submetidas ao sistema de biorreducdo, a sequéncia reducédo-eliminacao-reducéo
gerou os produtos (R)-26 com ee de 78 a 99%. Em contrapartida, a redugdo das a-metil
enonas produziu as o-metil cetonas (S)-26 com 63 a 96% de ee. Dessa forma, a substituicao
de uma ligacdo C-H por uma C-halogénio na posi¢ao pB-carbonila pode ser usada como uma

estratégia para controlar a estereoquimica na biorreducéo da ligacdo C=C.

o} o 0
R Mo S. cerevisiae RN Me S. cerevisiae R /\:)J\Me
X =H X=Cl, Br z
(S)26  30°C,180rpm 25 30 °C, 180 rpm (R)-26
63-96% ee 78-99% ee

R= Ph, 2-CI-Ph, 4-CI-Ph, 3-NO,-Ph, 4-NO,-Ph, 4-MeO-Ph, n-CsH

Esquema 3. Biorreducao de enonas mediada por S. cerevisiae. Fonte: Adaptada de Paula et
al. 2013.
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Embora complexos de metais de transicdo tenham sido empregados com sucesso na
hidrogenagdo assimétrica de compostos o,B-insaturados (BLASER; SPINDLER; STUDER,
2001; LU; BOLM, 2008; MAURER et al, 2012), as condigdes experimentais mais
prejudiciais, como o uso de solventes organicos, o acimulo de metais toxicos, gas hidrogénio
sob altas pressdes, o custo elevado e a indisponibilidade comercial de muitos ligantes quirais,
assim como os residuos quimicos gerados no decorrer do processo, incentivam o uso de
biocatalisadores (DUNN, 2012; WOODLEY, 2008; NAKAMURA et al., 2003).

1.4.2. Resina adsorvente Amberlite

A fim de melhorar a enantiosseletividade dos produtos e o rendimento das reagcfes
biocataliticas, uma técnica promissora € o emprego de resinas adsorventes.

Em 1962, a industria "Rohm and Haas", atualmente conhecida por "Dow Chemical
Company”, iniciou a preparacdo de uma resina macrorreticular por meio de técnicas de
polimerizacdo (HUBBARD; FINCH; DARLING, 1998; KUNIN; MEITZNER; BORTNICK;
1962). Em 1967, a primeira resina adsorvente, chamada de Amberlite, tornou-se
comercialmente disponivel (HUBBARD; FINCH; DARLING, 1998).

As resinas Amberlite XAD s&o esferas brancas, as vezes, levemente amareladas,
porosas, adsorventes e poliméricas. Atualmente, sdo fabricadas diversos tipos de resinas
Amberlite, tais como, XAD-2, XAD-4, XAD-16, XAD-1180, XAD-7, entre outras, as quais
apresentam diferencas em relacdo a natureza quimica, grau de polaridade, momento dipolo,
tamanho do poro e area superficial (SIGMA ALDRICH, 2015; VOLPE; MALLET, 1979).
Adicionalmente, o material a ser adsorvido pela resina deve ser capaz de migrar através dos
poros para a superficie do adsorvente (SIGMA ALDRICH, 2015).

O termo adsorcdo se refere ao processo em que moléculas se aglomeram em uma
camada interfacial, j& a dessorcdo é o movimento inverso. A substancia a ser adsorvida €
definida como adsorbato e o sélido no qual ocorre a adsorcéo é o adsorvente (DABROWSKI,
2001). A classificacdo do processo de adsorcdo é resultante da forca de interacdo entre o
adsorvente e o0 adsorbato e, dessa forma, pode ser proveniente de interacdes de Van der Waals
(adsorcdo fisica) ou envolver interagdes quimicas especificas mais fortes como forcas
eletrostéaticas e ligacbes covalentes (adsorcdo quimica). Casos as condi¢des permitam, ambos
0S processos podem ocorrer simultaneamente ou alternadamente (DABROWSKI, 2001;
TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001).
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A capacidade de dessorcdo do material de partida da resina para a fase aquosa e de
adsorc¢do do produto da fase aquosa para a resina sdo caracteristicas importantes e que devem
ser consideradas para a escolha de uma resina eficiente (YANG; YAO; GUAN, 2005). Os
materiais organicos adsorvidos nas resinas podem ser dessorvidos utilizando diversos
solventes organicos, por exemplo, éter etilico, acetona, acetato de etila, diclorometano e
metanol (ANDERSSON; ANDERSSON, 1982).

Inicialmente, as resinas Amberlite XAD foram empregadas na analise de pequenas
quantidades de compostos organicos na agua (ANDERSSON; ANDERSSON, 1982; JUNK et
al. 1974; VOLPE; MALLET, 1979). Um outro campo de aplicacdo desses adsorventes é na
analise de compostos organicos presentes no ar (ANDERSSON; LEVIN; NILSSON, 1981;
ANDERSSON et al.,, 1981), em materiais biolégicos (IBRAHIM; ANDRYAUSKAS;
BASTOS, 1975) e extratos de plantas (ANDERSSON; ANDERSSON, 1982).

Nos Ultimos anos, segundo dados da literatura, (ARRIGO et al., 1998; CONCEICAO;
MORAN; RODRIGUES, 2003a; CONCEI(}AO; MORAN; RODRIGUES, 2003b; YANG;
YAO; GUAN, 2005; NAKAMURA; FUIJII; IDA, 2000) a resina polimérica hidrofobica
também tem sido utilizada como uma ferramenta para contornar o problema da baixa
estereosseletividade em reacOes de biocatalise utilizando micro-organismos. Nessa técnica, 0
substrato organico hidrofébico € adsorvido na resina e, quando adicionado ao sistema
reacional, fica particionado entre a fase solida organica e a fase aquosa (CONCEICAO;
MORAN; RODRIGUES, 2003b).

De um modo geral, as resinas Amberlite apresentam afinidade semelhante tanto pelo
substrato quanto pelo produto, controlando a concentracdo de ambos na fase aquosa. Dessa
forma, o polimero age como um reservatério do substrato, controlando a massa do substrato
que é consumida pelo biocatalisador na fase aquosa e ao longo da reacdo, o produto liberado
pelo biocatalisador é extraido in situ pela resina (ARRIGO et al., 1998; CHAVES; MORAN;
RODRIGUES, 2013; CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES, 2003a; CONCEICAO;
MORAN; RODRIGUES, 2003b; YANG; YAO; GUAN, 2005) Evita-se, assim, o acimulo de
ambos na fase aquosa e na superficie celular, que pode causar a inibicdo enzimatica,
toxicidade e levar a morte celular (ANDERSON et al., 1995; ARRIGO et al., 1998;
CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES, 2003a; CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES,
2003b; ROFFLER; BLANCH; WILKE, 1984; YANG; YAO; GUAN, 2005).

Uma aplicacdo dessa metodologia foi reportada por Arrigo et al. (1997), que estudaram
a correlacdo entre o ee do S-(+)-3-hidroxibutanoato de etila, obtido na biorreducdo do

acetoacetato de etila mediada por FP, e a concentracdo do substrato no meio reacional
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utilizando resinas adsorventes (Esquema 4). Esses pesquisadores realizaram um estudo
comparativo com diferentes resinas (XAD-1, XAD-7, XAD-1180, Dow 24D) e na auséncia
das mesmas. Os resultados demonstraram uma elevagédo da enantiosseletividade do produto de
78% no experimento branco para 89-94% com o emprego dos adsorventes, que foi
relacionada a diminuicdo da concentragdo do substrato na fase aquosa.

7 0 F to de pa QH 7
ermento de pao T
MGMOEt resinas - Me/\)J\OEt
27 12-56h, 28 °C, 120 rpm 28

Esquema 4. Biorreducdo do acetoacetato de etila. Fonte: Adaptado de ARRIGO et al. 1997.

Dando continuidade aos estudos com a resina Amberlite, Arrigo e colaboradores
(1998) confirmaram que o controle da concentracdo do substrato na fase aquosa é uma
poderosa estratégia para alcancar alta seletividade nas reacOes de redugdo. Eles testaram
diferentes concentracfes do substrato 29 (Esquema 5) e relacionaram-nas com os ee obtidos.
Observou-se que o0 aumento da concentracdo do substrato causou uma queda na
enantioseletividade do produto, ou seja, 0 ee que era de 91,8% com a concentracdo de 0,1
g/L, diminuiu para 62,7% com a elevacdo da concentracdo para 5 g/L. A enantiosseletividade
insatisfatoria foi consequéncia da presenca de multiplas enzimas com diferentes
enantiopreferéncias. J& com a presenca de resina XAD-1180 e concentracdo de 2 g/L do
substrato, o ee obtido foi maior que 95% em detrimento das biorreducdes na auséncia de
resina, cujo ee foi de 68,2%. Tais estudos demonstraram que o controle dos parametros

experimentais foi capaz de favorecer a atividade da enzima desejada e suprimir a acdo das

demais.
O
N H Fermento de pao OH
Br 120 rpm, 28 °CV m
29 30

Esquema 5. Biorreducdo do composto carbonilico a,B-insaturado 29. Fonte: Adaptado de
ARRIGO et al. 1998.

Conceicdo, Moran e Rodrigues (2003a), afim de obterem alto rendimento e ee também
exploraram o uso da resina Amberlite em seus experimentos utilizando a levedura
Rhodotorula glutinis para a reducdo da ligagdo C=C da enona 2-etil-1-fenil-pro-2-en-1-ona

(Esquema 6). Devido a adsorcdo do substrato hidrofébico na resina XAD-7, houve uma
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diminuicdo da sua concentracdo na fase aquosa, j& que a sua liberacdo foi controlada pela
resina, o que foi crucial para garantir a reducéo eficiente e a obtencdo do produto com alta
enantiosseletividade. Nesses experimentos, o ee observado foi maior que 99%.

O O
Rhodotorula glutinis
Ph Me - Ph)K./\Me
XAD-7 z 99
i N ee >
31 3 dias 2

Esquema 6. Biorredugéo da cetona 2-etil-1-fenil-pro-2-en-1-ona. Fonte: Adaptado de
CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES, 2003a.

Outro exemplo do emprego de resina na biorreducdo de compostos carbonilicos é
apresentado nos trabalhos de Yang e colaboradores (2005). Esse trabalho tinha como objetivo
aumentar a concentracao inicial do substrato 4-cloro-3-oxobutanoato de etila e melhorar a

estereosseletividade da sua reducdo assimétrica mediada por FP (Esquema 7).

O O OH O

Fermento de Pao
ClMOEt - Clv'\)J\OEt

33 30 °C, 150 rpm 24

Esquema 7. Biorreducdo do 4-cloro-3-oxobutanoato de etila. Fonte: Adaptado YANG; YAO,;
GUAN, 2005.

Primeiramente, eles avaliaram a capacidade de adsorcéo e dessorcéo de cinco tipos de
resinas. Os pesquisadores selecionaram, para a continuidade aos seus experimentos, a resina
XAD-1600 que adsorveu fortemente o produto (4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila) e
dessorveu o substrato (4-cloro-3-oxobutanoato de etila) moderadamente (Tabela 8). Com
essas caracteristicas, a resina apresentou a capacidade maxima para controlar a concentracao

do substrato e produto na fase aquosa e elevar a estereosseletividade da reacéo.

Tabela 8. Proporcdo de dessorcdo e adsorcdo do substrato e do produto. Fonte: Adaptada de
YANG; YAO; GUAN, 2005

Resina Dessorcéo(%o) Adsorcéo(%)

XAD-4 44,7 66,98
XAD-1180 53,36 63,45
XAD-1600 23,72 85,99
XAD-7THP 33,61 61,96

XE-749 34,65 76,36
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Posteriormente, os pesquisadores introduziram o substrato adsorvido na resina XAD-
1600 no meio biocatalitico afim de que ele fosse liberado lentamente e, a0 mesmo tempo,
ocorresse a extragdo do produto in situ. Dessa forma, a concentracdo do substrato e do
produto no sistema reacional poderia ser controlada conforme o0s comportamentos de
adsorcdo de ambos. Os experimentos indicaram uma elevagao da estereosseletividade de 78%
para 95%, com a producdo preferencial do S-enantidmero, e da concentragdo do substrato de
70 para 150 mmol/L. Os autores concluiram que essa técnica é promissora e conveniente
quando comparada com outros métodos de controle da estereoquimica (YANG; YAO,;
GUAN, 2005).

Tanto Arrigo et al. (1997, 1998) quanto Conceigcdo, Moran e Rodrigues (2003a) e Yang
e colaboradores (2005) investigaram a influéncia da quantidade de resina na
enantiosseletividade da biorreducdo. Nos experimentos de Arrigo et al. (1997), foi observado
que o0 ee que era de 78,9% na auséncia de resina, aumentou para 94,4% utilizando 9 g de
resina. Em 1998, nos trabalhos publicados pelo mesmo grupo, o ee que era de 68,2% sem a
resina, ascendeu para mais que 95% com o uso da resina. Resultados similares foram obtidos
por Conceicdo, Moran e Rodrigues (2003a), o ee obtido com 1 g de resina que era de 85%,
elevou-se para 99% na presenca de 3 g. Yang e colaboradores (2005) também demonstraram
que a enantiosseletividade e o rendimento aumentaram na medida em que elevou-se a
quantidade de resina Amberlite, 0 ee que era de 87% com 60 g/L passou a ser de 94% com
140 g/L.

Nesse contexto, Concei¢do, Moran e Rodrigues (2003b), buscando alta quimio- e
enantiosseletividade na preparacdo do produto (S)-2-etil-1-fenil-prop-2-en-1-ol 40,
primeiramente, realizaram uma triagem com diversos micro-organismos e 0s resultados que
se destacaram foram aqueles obtidos com a levedura Pichia stipitis. Todavia, além do produto
desejado ter sido obtido com rendimento e quimiosseletividade baixos, o aumento da
concentracdo da enona também foi téxico e prejudicou a conversdao do substrato. Assim,
buscando uma alternativa para superar essas limitagdes, 0s pesquisadores adicionaram o
substrato adsorvido na resina polimérica hidrofobica ao meio reacional afim de reduzir tanto a
concentracdo do substrato quanto a do produto na fase aquosa. Eles verificaram que, diferente
do trabalho reportado pelo grupo anteriormente (FILHO; RODRIGUES; MORAN, 2001), no
qual para substratos semelhantes foi observado reducdo preferencial da ligacdo C=C, produto
36, em detrimento da ligacdo C=0 (Esquema 8), a adsorc¢do do substrato na resina bem como
a escolha da levedura Pichia stipitis foram determinantes para a obtencdo de elevada enantio-

e quimiosseletividade do produto 40 (Esquema 9).
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0 OH OH
Ph)J\H/R S. cerevisiae . Ph)%R + Ph/%rR + Ph}iR
30°C
36 37 38

35

Esquema 8. Biorredugdo da a-metil cetona. Fonte: Adaptado de CONCEICAO; MORAN;
RODRIGUES, 2003b.

o OH
Ph Me Pichia stipitis - Ph Me
XAD-7
39 2 dias, 30 °C, 150 rpm 40

Esquema 9. Biorreducdo do 2-etil-1-fenil-prop-2-en-1-ona. Fonte: Adaptado de
CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES, 2003b.

A maioria das resinas Amberlite XAD sdo apolares, em contrapartida, a XAD-7 ¢
considerada de polaridade intermediaria, ja que é um polimero de éster acrilico, alifatico,
insoluvel e ndo idnico (Figura 8). As capacidade de adsorcdo da XAD-7 provém da sua
estrutura macrorreticular, grande area superficial e composicdo quimica alifatica. Essa resina
também apresenta grande estabilidade fisica e térmica resultante da sua estrutura. Devido a
sua natureza alifatica, ela é capaz de adsorver tanto compostos ndo polares de sistemas
aquosos como também compostos relativamente polares de solventes apolares (SIGMA
ALDRICH,2015; ROHM AND HASS, 2003; VOLPE; MALLET, 1979).

Figura 8. Estrutura quimica da resina adsorvente XAD-7. Fonte: Adaptada de ROHM AND
HASS, 2003.
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Em 2000, Nakamura, Fujii e Ida, visando controlar a estereoquimica das reducées de
cetonas, testaram diversas resinas adsorventes poliméricas na reducdo do substrato 6-metil-
hept-5-en-2-ona (Tabela 9). Os pesquisadores verificaram que a resina adsorvente XAD-7
apresentou os melhores resultados e aumentou, consideravelmente, a estereosseletividade e o
rendimento da reacdo. O excesso enantiomérico que era de 27% na auséncia de resina,
elevou-se para 86% com a sua presenca. Os autores relacionaram esses resultados a grande
area superficial e a polaridade da resina XAD-7.

Tabela 9. Caracteristicas e efeito da resina na reducdo de 6-metil-hept-5-en-2-ona. Fonte:
Adaptada de NAKAMURA,; FUJII; IDA, 2000.

Me Q' G.candidum IFO 4597  Me OH
Me)\/‘”\)LMe XAD T\/Ie)\/\)\Me
24 h, 30 °C, 130 rpm 42

Resina Material Area Superficial (m’/g) Rendimento/ee (%) Configuracéo

XAD-2 Estireno-DVB 280-320 20/50 R

XAD-4 Estireno-DVB 700-800 17/18 R

XAD-7 Ester acrilico 350-500 31/86 S

XAD-8 Ester acrilico 120-300 16/22 S
Nenhuma - - 28127 R

Posteriormente, Nakamura e colaboradores (2002) testaram a adicdo do substrato
adsorvido na resina XAD-7 (método A) e condicdes aerobicas (método B) para a obtencao
dos enantidmeros de alcoois secundarios e notaram que houve inversdo da configuracao
absoluta, ou seja, 0 caminho estereoquimico para a formacdo dos enantiomeros foi
dependente das condicGes reacionais empregadas (Esquema 10).

Em razdo da existéncia de enzimas com preferéncia estereoquimica oposta, o uso de
células integras de micro-organismos na biorreducdo de compostos carbonilicos pode resultar
em produtos com baixa estereosseletividade (NAKAMURA et al., 1991). Todavia, nesses
ensaios, a adicdo da resina Amberlite propiciou a preparacao preferencial do (S)-alcool. Os
pesquisadores (NAKAMURA et al., 2002) utilizaram a Km (Constante de Michaelis-Menten)
para discutir e explicar esses resultados, ou seja, com a adsorcdo do substrato na resina
polimérica hidrofobica, houve uma diminuicdo da sua concentracdo na fase aquosa e uma
enzima com menor valor de Km reage, preferencialmente, em baixas concentragdes do

substrato. Assim, a enzima-pré-(S) que, possivelmente, apresenta um menor valor de Km
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quando comparada a enzima-pro-(R), foi aquela que contribuiu predominantemente para a
biorreducdo da cetona e obtencéo do (S)-alcool.

OH
. (0] =
/(')\H - Método A )L MétodoB PN
Ar” “Me XAD-7 Ar” “Me  condices Arm Me
: 24h, 30°C, 130 rpm aerobicas (R)-alcool
S)-alcool
fee)= 92- >99% 24h, 30°C, 130 1Pm  g¢ = 85 >99% 0
rendimento = 96- >99% rendimento = 61- >99%

Cetonas utilizadas:

o e e e e o

Esquema 10. Reducéo assimétrica de cetonas com G. candidum. Fonte: Adaptado de
NAKAMURA et al., 2002.

A aplicacdo da resina Amberlite € uma metodologia bastante atrativa, principalmente
para a industria, ja que ela possibilita a utilizacdo de reacbes de biotransformagdes em
maiores escalas, ou seja, utilizando uma quantidade inicial maior de substrato sem

comprometer o rendimento e ee do produto (YANG; YAO; GUAN, 2005).
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2. OBJETIVOS

Sabendo que 0s processos biocataliticos podem contribuir de forma decisiva com o
desenvolvimento de uma quimica mais verde, o presente trabalho teve como objetivo estudar
a aplicacdo de micro-organismos na preparacdo de intermediarios opticamente ativos, de
interesse para sintese de farmacos e produtos naturais, a partir da biorreducdo de compostos

carbonilicos a,B-insaturados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, realizou-se a biorreducdo de compostos carbonilicos a,f-
insaturados mediada por micro-organismos. Inicialmente, serdo abordados a preparacdo dos
substratos e dos padrfes. Em seguida, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
otimizacdo das condicOes reacionais para a biorreducdo das olefinas ativadas, na qual
investigou-se os efeitos do uso de diferentes meios biocataliticos, aditivos, biocatalisadores de
origens distintas, resina adsorvente e substituintes. Posteriormente, serdo demonstrados 0s
procedimentos realizados para determinacdo da configuragdo absoluta das moléculas ndo
reportadas na literatura e por fim, sera apresentando a aplicacdo sintética da metodologia na

sintese da muguesia, uma fragrancia floral de grande interesse comercial.

3.1. Preparacéo dos compostos carbonilicos a,p-insaturados

As enonas do tipo 5la-j foram preparadas através de uma condensagdo alddlica de
diversos aril aldeidos com as cetonas alifaticas (LU; BOLM, 2008) (Esquema 11) e seus
rendimentos variaram de 48% a 81%. As reacOes foram realizadas sob condicGes acidas afim
de induzir a formacao do enol mais substituido e formacéo da ligacdo dupla de configuracao
E, as quais foram confirmadas através do experimento de NOEDIFF. Ja o substrato 51k foi
preparado atraves de uma esterificacdo do acido a-metil cindmico com etanol sob condicGes
acidas (LI; QUAN; ANDERSSON, 2012) e seu rendimento isolado foi de 94% (Esquema 12)

35
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Esquema 11. Preparacao dos substratos 51a-j.
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X

O

49k

OH + EtoH H2S04
24h
52  refluxo

O

X

51k

OEt
94%

Esquema 12. Preparacdo do substrato 51k.

Todas as estruturas foram confirmadas e caracterizadas por cromatografia gasosa
acoplada & espectrometria de massas (CG-EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H
e 3C. A titulo de exemplo, adiante se encontram as propostas de fragmentacdes, 0s espectros
de RMN de 'H e suas expansdes e o experimento de NOEDIFF para o composto 51a.

Na Figura 9 pode-se observar o espectro obtido no CG-EM para a molécula 51a e no
Esquema 13 estdo apresentadas as propostas de fragmentacdo para os sinais observados.
Como trata-se de um sistema carbonilico o,B-insaturado, a densidade eletrénica ndo fica
concentrada apenas na carbonila, ou seja, a nuvem eletronica esta deslocalizada, permitindo
que a retirada dos elétrons na fonte de ionizacdo possa ocorrer em diferentes regides da
molécula. Tal fato resulta em reacOes de fragmentagbes competitivas, paralelas e
consecutivas. Dessa forma, no espectro de massas observou-se a presenca do ion molecular
m/z 160. Encontrou-se também o pico m/z 145 referente a perda de uma metila. Por outro
lado, o sinal m/z 91 (ion tropilio) indicou a presenca de anel aromatico. O fragmento m/z 43 €
resultante da formacdo do ion acilio. Analisando os demais picos, foi possivel propor
rearranjos e eliminacdo de H; referentes aos fragmentos m/z 159, m/z 117 e ao pico base m/z

115. As fragmentacdes obervadas nos espectros de CG-EM sdo condizentes com a estrutura

da molécula.

100+ 15

3 159
7 91
145
‘ 65 - ‘
102

20 30 40 S0 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

Figura 9. Espectro obtido no CG-EM do composto 51a.
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Esquema 13. Propostas de fragmentacao do composto 51a ap0s ionizacao por impacto de
elétrons (70 eV).

J4 no espectro de RMN de 'H (Figura 10), pode-se observar um dupleto com
deslocamento quimico em 2,07 ppm, integrando para 3 hidrogénios e constante de
acoplamento J = 1,3 Hz, indicando a presenca de hidrogénios do grupo metila (H-11). Em
seguida, visualiza-se um simpleto com deslocamento quimico em 2,48 ppm e integral 3,
indicando a presenca de mais um grupo metila (H-1), um pouco mais desblindado devido a
proximidade com a carbonila. Na regido de 7,44-7,33 ppm encontra-se um multipleto com

integral 5, referente aos hidrogénios aromaticos (H-6 a H-10). Por fim, observa-se também a
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presenca de um quarteto aparente com deslocamento quimico de 7,53 ppm e integracdo para 1

hidrogénio, indicando a presenga de um hidrogénio vinilico mais desblindado (H-4), e J =1,3

Hz referente ao acoplamento alilico entre o hidrogénio vinilico (H-4) e os hidrogénios

metilicos (H-11).
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I
I
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Figura 10. Espectro de RMN de *H do composto 51a (400 MHz,CDCly).

A espectroscopia diferencial de efeito nuclear Overhauser (NOEDIFF) permitiu a

confirmacdo da configuracdo da ligacdo dupla. Através da irradiacdo do dupleto H-4 (8 7,53),

notou-se o efeito NOE com o simpleto da metila H-1 (5 2,48) e assim, uma intensificacdo do

seu sinal. Por sua vez, quando irradiou-se o sinal referente a mesma metila H-1, observou-se o

efeito NOE com o dupleto H-4 (Figura 11). Os efeitos NOE observados na analise indicam

nacleos que interagem com os protons irradiados. Dessa forma, avaliando as duas possiveis

configuracdes da ligacdo dupla da molécula (Figura 12), pode-se concluir que a ligacdo dupla

tem configuracéo E .
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H-1
7,53 ppm

H-4

2,48 ppm H-4
H-1
N

NOE

2

H CH, H
CH,

L Y

CHs 07 “CHs

(E)-51a (Z2)-51a

Figura 12. Possiveis configuracdes da ligacdo dupla para a olefina 51a.

3.2. Otimizacao das condicdes reacionais na reducdo do composto (E)-4-fenil-3-metil-3-
buten-2-ona (51a)

Ja que diferentes parametros experimentais bem como modificagdes estruturais podem
influenciar na quimio- e estereosseletividade da reacdo (SERVI, 1990), tais caracteristicas

foram avaliadas.
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Inicialmente, a fim de obter condigcdes reacionais que levassem a producdo de
compostos carbonilicos a-alquil substituidos opticamente ativos com conversfes e excessos
enantioméricos elevados, realizou-se um estudo dos diversos fatores experimentais a partir do
substrato 51a e determinou-se a condi¢do reacional mais enantiosseletiva para a obtencéo do
produto 53a (Esquema 14). Posteriormente, tal sistema biocatalitico foi utilizado para a

biorreducdo dos demais compostos.
0 (@]

N Micro-organismos
Diferentes meios
51 de biorredugdo

a

S-53a

Esquema 14. Esquema geral da biorreducéo do substrato 51a.

Nesses estudos, utilizou-se 0 CG-EM para o célculo da porcentagem de conversao e o
cromatografo a gas equipado com fase estacionaria quiral (CG-FID-quiral) para a
determinagdo dos excessos enantioméricos. Como exemplo, a Figura 13 mostra um
cromatograma obtido no CG-FID-quiral da reacdo de biorreducdo do substrato 51a.
Adicionalmente, os enantibmeros também foram caracterizados por analise no CG-EM
equipado com coluna quiral e a determinacdo da configuracdo absoluta da molécula 53a foi
feita a partir da comparacdo da sua rotagdo Optica ([a]5) com dados da literatura (LU;
BOLM, 2008), a qual indicou que o enantidmero formado preferencialmente foi o S-(+)-53a
[tr: 56 min. (R-53a) e 57,7 min. (S-53a)].

UY(x10,000) C
Chromatogram Column Temp.(Setting)
6.0 1400
O O (350
50
X —> (300
40 :
3 D50
30
(R)-53a (S)-53a boo
9 \ 50
10 fu 0o
0

0o

450 50.0 55.0 60.0 65.0 700 750 80.0 min

Figura 13. Cromatograma de CG-FID-quiral dos enantibmeros obtidos nas
biorreduc6es do substrato 51a.
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3.2.1. Preparacédo dos padrdes por meio de reducao quimica

Os compostos carbonilicos a-alquil substituidos racémicos, que foram utilizados como
padrdes nas analises de CG-FID-quiral e CG-EM, foram preparados por meio de reducdo
quimica das olefinas ativadas utilizando Pd/C (10%), 1 atm de H, e acetato de etila (Esquema
15) (CLOSOSKI et al., 2007). Comparou-se os tempos de retencdo e sobrepondo o0s
cromatogramas das misturas racémicas obtidas na hidrogenacdo quimica com o dos
compostos carbonilicos a-alquil substituidos produzidos nas reagdes de biorreducéo, como no

exemplo da Figura 14, pode-se verificar a preferéncia pelo enantibmero S com o uso de

Pd/C, 1 atm H, x
R ™ R3 > Ry Rs
AcOEt

24-48 horas, ta Rz .
51a-j rac-53a-j

biocatalisador.

Esquema 15. Esquema geral da redugdo quimica das olefinas ativadas.
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Figura 14. Sobreposicdo dos cromatogramas de CG-FID-quiral dos enantiémeros (S)- e (R)-
53a obtidos nas biorreducdes (preto) e o padrdo racémico rac-53a (vermelho).

Apos a sintese dos padrdes racémicos dos 11 compostos estudados, iniciou-se os testes

para a otimizacdo das condi¢des reacionais.
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3.2.2. Efeitos do meio reacional e de aditivos

Uma maneira de elevar a conversao e a estereosseletivade das reacdes biocataliticas é
por meio da modificacdo das condi¢Oes experimentais, como, por exemplo, a composi¢do do
meio e a presenca de aditivos. Dessa forma, a fim de verificar os efeitos do meio reacional, as
reacOes de biorreducdo do substrato 51a foram realizadas explorando algumas variaveis como
sistema aquoso, bifasico e tamponante, na presenca e auséncia de aditivos como glicose e
catalisador de transferéncia de fase (brometo de etil hexadecil dimetilamdnio e brometo de N-
cetil N,N,N-trimetil amdnio) mediadas pela levedura Saccharomyces cerevisiae Tipo Il da
Sigma Aldrich (LSC-I1).

Para o monitoramento, foram retiradas aliquotas periodicamente e apesar do aumento da
conversao ter sido observado ao longo da reacdo em todos 0s meios biocataliticos, ndo houve
alteracdes significativas no excesso enantiomérico. Portanto, os resultados obtidos em 24
horas de reacdo sdo demonstrados na Tabela 10. Observa-se que as conversdes, assim como

os ee, foram dependentes do meio reacional.

Tabela 10. Influéncia do meio reacional e da adi¢do de aditivos na biorreducdo do substrato
51a mediada pela LSC-II.

Entrada Meio reacional Conversio® (ee)%”
1 Agua (50 mL) > 99 (71)
2 Agua e glicose (50 mL) > 99 (69)
3 Agua (25 mL) 14 (62)
4 Agua (25 mL)/ n-heptano (25 mL) 11 (71)
5 Agua (25 mL)/ hexano (25 mL) 15 (71)
6 Agua (25 mL)/ MTBE (25 mL) <1°
7 Agua e brometo de etil hexadecil <2°

dimetilaménio (25 mL)/ n-heptano (25 mL)
8 Agua e brometo de N-cetil N,N,N-trimetil <2°
amonio (25 mL)/ n-heptano (25 mL)
9 Tampéo pH 6,5 (50 mL) 61 (65)
10 Tampao pH 6,5 (25 mL)/ hexano (25 mL) 13 (73)
11 Tampao pH 6,5 (25 mL)/ n-heptano (25 mL) 16 (73)
12 Tampao pH 6,5 (25 mL)/ MTBE (25 mL) 3¢
13 Tampéo pH 4,5 (50 mL) 85 (69)
14 Tampéo pH 7 (50 mL) 49 (64)
15 Tampéo pH 7,5 (50 mL) 49 (63)

Condicdes: 1 g de LSC-II, 0,4 mmol do substrato, 24 horas, agitacdo de 130 rpm, 30 °C.
# Determinada por CG-EM.

® Determinada por CG-FID-quiral.

“Ndo foi possivel determinar o ee.

42



Resultados e discussao

Uma grande quantidade de moléculas orgénicas de interesse sintético, potencialmente
aptas ao processo de biotransformac&o, sdo insollveis em agua, podem exibir efeitos toxicos e
inibir a atividade catalitica do micro-organismo. Para amenizar essas limitagdes, os sistemas
bifésicos de solventes tém sido utilizados como método alternativo. Os sistemas bifasicos séo
constituidos por uma fase aquosa, que contém o biocatalisador dissolvido e os cofatores
hidrofilicos e uma fase organica, que age como um reservatorio para os substratos e produtos.
Como nesses sistemas a reagdo ocorre na fase aquosa, é necessario que haja uma transferéncia
de massa do substrato para o produto a partir do biocatalisador e entre as duas fases, a qual é
dependente de uma agitacdo constante para que as duas fases entrem em contato e haja a
particdo do substrato e posteriormente do produto. As vantagens da utilizacdo dos sistemas
bifasico sdo: baixa concentracdo de compostos tdxicos e/ou inibitérios na fase aquosa,
aumento da solubilidade dos substratos apolares, remocao in situ do produto e facilidade de
recuperacdo do produto e do biocatalisador (FABER, 2011; LEON et al., 1998; LI et al.,
2007; MONTI et al., 2011; SCHAEFER et al. 2013).

A capacidade de dissolucdo do substrato, a biocompatibilidade, a alta estabilidade
quimica e térmica, 0 menor custo e a baixa tendéncia em formar emulsdes com a agua sao
caracteristicas importantes na escolha e implementacdo de um eficiente sistema de
bioconversdo bifasico. A classificacdo do solvente organico estd relacionada com a sua
biocompatibilidade, ou seja, a manutencéo da estabilidade e atividade do biocatalisador; como
também com a sua hidrofobicidade e é expressa, principalmente, pelo log P que é definido
como logaritmo do coeficiente de particdo do solvente no sistema octanol/agua (FABER,
2011; LAANE et al. 1987; LEON et al., 1998; MONTI et al., 2011; SCHAEFER et al., 2013).

Muitos estudos foram feitos para tentar correlacionar o valor de log P e a atividade do
biocatalisador (LEON et al., 1998; VERMUE et al., 1993). De forma geral, Laane et al.
(1987) reportaram que o0s solventes organicos com log P < 2 sdo polares e ndo adequados para
a acao biocatalitica, pois eles alteram a interacdo entre a agua e o biocatalisador, levando-o a
inativacao ou desnaturacédo; solventes com log P entre 2 e 4 alteram moderadamente a camada
de &gua e, assim, ndo afetam significativamente a catalise enzimatica; ja os solventes
apolares, com valores de log P > 4, ndo distorcem essa camada que € essencial para hidratar,
estabilizar e manter o biocatalisador em seu estado catalitico ativo. Os resultados obtidos, em
geral, estdo de acordo com a literatura (LAANE et al. 1987; LI et al., 2007; LOU et al., 2004;
SILVA; STAMBUK; NASCIMENTO, 2010), os quais demonstraram que a reacdo nos
sistemas bifasicos foi dependente do solvente organico. Os solventes com log P acima de 3

(hexano log P = 3,5 e heptano log P = 4), ou seja, aqueles menos polares (Entrada 4, 5, 10 e
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11), apresentaram maiores conversdes. Usando o éter terc-butil metilico (MTBE) que é mais
polar (Entrada 6 e 12), com log P = 0,94 (HANSCH; LEO; HOEKMAN, 1995), o produto
praticamente ndo foi formado (conversdes de 1% e 3%). Provavelmente, a baixa converséo de
51a com os solventes mais polares deve-se ao fato das membranas celulares serem facilmente
destruidas pelo solvente organico com baixo valor de log P, pois estes deformam a camada de
agua que envolve o biocatalisador e, por serem parcialmente misciveis, formam emulsdo com
a agua, limitando a acdo do micro-organismo (FABER, 2011; LAANE et al. 1987; LEON et
al., 1998; LI et al., 2007; SILVA; STAMBUK; NASCIMENTO, 2010).

A &gua € o solvente natural de escolha e 0 mais comumente utilizado para as reducdes
com células integras de micro-organismos (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011;
SILVA; STAMBUK; NASCIMENTO, 2010). Além de causar menos danos ao ambiente, ela
€ necessaria para manter a conformacdo ativa das enzimas (DUNN, 2012; FABER, 2011;
WOODLEY, 2008). Por outro lado, os solventes organicos podem apresentar efeitos toxicos
na atividade e estabilidade do biocatalisador, ou seja, eles podem ser incorporados na
membrana lipidica das células integras provocando alteracdo na sua integridade, rompimento
da sua funcdo de membrana, inativagdo ou desnhaturacdo das enzimas ligadas a membrana,
desarranjo no mecanismo de transporte e, em altas concentracdes, pode levar a ruptura celular
(KHMELNITSKY et al., 1991; LEON et al., 1998; SIKKEMA et al. 1994; VERMUE et al.,
1993). Nesse estudo, 0 meio aquoso monofasico (Entrada 1 e 2) apresentou os resultados mais
satisfatorios. Dessa forma, este foi o escolhido para a continuidade dos experimentos.

Observou-se também que quando o volume da fase aquosa foi reduzido de 50 mL para
25 mL (Entrada 3), isto é, quando aumentou-se a concentracao tanto da levedura quanto do
substrato, ocorreu uma diminuicdo da conversio e do ee (CONCEICAO; MORAN;
RODRIGUES, 2003; SILVA; STAMBUK; NASCIMENTO, 2012; YANG; YAO; GUAN,
2005). Tal fato pode ser associado ao efeito inibitorio da concentracdo do substrato e do
produto sobre o biocatalisador (LI et al., 2007; ROFFLER; BLANCH; WILKE, 1984;
SCHAEFER et al., 2013).

Os catalisadores de transferéncia de fase (CTF) sdo agentes transferidores capazes de
acelerar a reacdo entre compostos que estdo dissolvidas em fases imisciveis (LUCCHESE;
MARZORATI, 2000). A funcdo dos CTF € formar um par ibnico com as espécies quimicas
presentes na fase aquosa e transferi-las para o solvente organico, no qual, por estarem
praticamente livres, ou seja, ndo solvatadas devido a auséncia de agua, sdo altamente reativas
e reagem com o material de partida que encontra-se na solugdo (LANG; COMASSETO,
1988; LUCCHESE; MARZORATI, 2000). Dessa forma, os CTF aumentam a velocidade da
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reacdo entre os substratos insoliveis em &gua e que encontram-se no solvente organico e o
reagente ionico presente na fase aquosa (LANG; COMASSETO, 1988; LUCCHESE;
MARZORATI, 2000). No entanto, apesar do sistema bifasico biocatalitico com CTF ser uma
técnica inovadora, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios (Entrada 7 e 8) e obteve-se
baixas conversoes, indicando a ineficiéncia desse sistema nas condic¢des estabelecidas.

O pH do meio reacional é um outro fator importante nas reacdes catalisadas por
enzimas isoladas ou células integras de micro-organismos. Cada enzima apresenta um pH
6timo, no qual sua atividade catalitica é maxima (SILVA; STAMBUK; NASCIMENTO,
2010; SCHAEFER et al., 2013). Alterac6es do pH podem modificar o estado de ionizagdo do
substrato e das enzimas que participam da reagdo, levando-o a desnaturacdo e, como
consequéncia, a diminuicdo ou perda da atividade catalitica, bem como alteracdo no
rendimento e na pureza enantiomérica da reacdo (BHALERAO et al., 1993; FADNAVIS;
VADIVEL; BHALERAO, 1997; LI et al., 2007; LOU et al., 2004; SILVA; STAMBUK;
NASCIMENTO, 2012). Assim, investigou-se o efeito do pH na biorreducdo de 5la. Para
isso, quatro diferentes sistemas de tampdo fosfato na concentracdo de 0,1 mol/L foram
utilizados: pH 4,5, 6,5, 7 e 7,5. Pode-se observar que nos pH 7 e pH 7,5 (Entrada 14 e 15), a
conversao foi moderada de 49%. Ja no pH 4,5, mais acido, e no pH 6,5 que é ligeiramente
acido (Entrada 13 e 9), a conversao foi de 85% e 61%, respectivamente, um pouco melhor do
gue nos sistemas tamponantes mais basicos, o que pode indicar que a atividade enzimatica €
mais efetiva em meios acidificados. Os valores do ee variaram de 63% a 69% em funcdo da
mudanca do pH do sistema tamponante. Dessa maneira, como a utilizacdo do meio
tamponante ndo alterou positivamente a conversdao e o ee da biorreducdo de 5la, 0 meio
aquoso continuou sendo utilizado nos estudos subsequentes.

Por fim, € conhecido na literatura que a glicose pode funcionar como substrato auxiliar,
ou seja, doador de elétrons para a reciclagem do cofator (ZHANG; PIONNIER, 2003). No
entanto, na auséncia de cosubstrato, o micro-organismo dispde dos doadores de elétrons
estocados em suas células e da dgua (CHU et al. 2006; ZHANG et al., 2001). Diante disso,
observou-se semelhantes conversfes e excessos enantioméricos nos meios reacionais
monofasicos aquosos na auséncia e na presenca de glicose (Entrada 1 e 2). Tais meios
demonstraram os melhores resultados e foram selecionados para a continuidade dos

experimentos.
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3.2.3. Efeito do uso de Saccharomyces cerevisiae de diferentes origens

Nos altimos anos, intensificou-se a exploracdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
como biocatalisador em sintese assimetrica e como ja descrito, ha inlmeras vantagens na
utilizacdo desses micro-organismos (PEREIRA, 1995a; RODRIGUES; MORAN 2001;
SCHAEFER, 2013; SERVI, 1990).

Nesse contexto, realizou-se a triagem de cinco diferentes linhagens de S. cerevisiae
comerciais encontradas em empresas especializadas em reagentes quimicos (LSC-1l Sigma
Aldrich) ou em supermercados (marcas Dona Benta, Fleishmann, Dr. Oetker), e uma
linhagem utilizada para a producéo industrial de etanol e actcar (Cocal)'. Os resultados est&o
apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Biorreducdo de 51la em meio aquoso monofasico com diferentes linhagens de
leveduras de S. cerevisiae.

Entrada Linhagem de S. cerevisiae  Meio reacional ~ Conversdo*(ee)%"°

1 LSC-11 Sigma Aldrich Agua > 99 (71)
2 LSC-I11I Sigma Aldrich Agua e glicose > 99 (69)
3 Dona Benta Agua 85 (67)
4 Dona Benta Agua e glicose 63 (63)
5 Fleischmann fresco Agua 1°
6 Fleischmann fresco Agua e glicose 12 (61)
7 Fleischmann seco Agua 12 (65)
8 Fleischmann seco Agua e glicose 16 (65)
9 Dr. Oetker Agua 37 (64)
10 Dr. Oetker Agua e glicose 15 (68)
11 Cocal Agua 1°
12 Cocal Agua e glicose 3¢
Condicdes: 1 g de micro-organismo, 50 mL de &gua, 0,4 mmol do substrato, 24 h, agitacdo de 130
rpm, 30°C.

® Determinada por CG-EM.
® Determinada por CG-FID-quiral.
“Nao foi possivel determinar o ee.
Em geral, as leveduras utilizadas, exceto o caldo fermentativo Cocal e o fermento de
pdo da marca Fleischmann (fresco e em meio aquoso sem glicose), apresentaram a capacidade

de conduzir a biorreducdo do substrato 51a, sendo que algumas foram mais eficientes

!Caldo biolégico das linhagens industriais CAT-1 e PE-2 de S. cerevisiae que encontrava-se no processo de fermentacéo para
a producdo de etanol e agucar, cedidas, gentilmente, pela Usina Cocal, produtora de agucar, etanol e energia elétrica,
localizada em Paraguacu Paulista.
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(Entrada 1 a 4). Pode-se verificar que as melhores conversdes e ee foram obtidos utilizando as
linhagens de LSC-II Sigma Aldrich (Entrada 1 e 2).

A diferenga nas conversdes e enantiosseletividades pode ser consequéncia do uso de
diferentes linhagens de S. cerevisiae, ja que as industrias produtoras utilizam suas linhagens
especificas, as quais apresentam caracteristicas morfolégicas singulares e produzem distintas
quantidades de NAD(P)H, assim, os rendimentos, que estdo relacionados a producdo de
NAD(P)H, bem como os ee podem sofrer variacdo de uma linhagem para outra (PEREIRA,
1995a, 1995b; WEIJERS; LITJIENS; BONT, 1992).

Como o proposito do estudo era obter o produto 53a com boas conversdes e excelente
ee, baseado nesses resultados, a LSC-Il Sigma Aldrich foi selecionada para ser utilizada nos
experimentos subsequentes. Adicionalmente, o meio reacional aquoso, na presenca e na
auséncia de glicose, demonstraram resultados semelhantes, portanto, optou-se por aquele que
utilizasse a menor quantidade de reagentes e tivesse menores custos, ou seja, as condicoes

reacionais da Entrada 1, para dar continuidade aos estudos.

3.2.4. Efeito do uso de diferentes leveduras

Afim de comparar e verificar o potencial de reducdo das enzimas presentes em
diferentes micro-organismos, utilizou-se a levedura Pichia kluyveri® (Figura 15) em meio
aquoso (Tabela 12), na forma de biomassa Umida (2g e 3g) e com diferentes volumes do caldo

fermentativo.

Figura 15. Levedura Pichia kluyveri em meio YMA.

A baixa conversdo e excessos enantioméricos observados podem ser relacionados com a

possivel presenca de enzimas com divergentes preferéncias estereoquimica que competem

2 Cedidas gentilmente pelo Prof. José Augusto Rosario Rodrigues do Laboratorio de Biocatalise e Sintese Organica da
UNICAMP.
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entre si pelo substrato nesse biocatalisador (FABBER, 2011; HOLLMANN, ARENDS,
HOLTMANN, 2011; NAKAMURA et al., 1991; SHIEH, W.; GOPALAN, A. S.; SIH, 1985;
YANG; YAO; GUAN, 2005). Os resultados indicaram menores conversges e ee quando
comparados ao sistema aquoso monofasico utilizando linhagens de LSC-I1 (conversdo > 99%
e 71% de ee). Dessa forma, selecionou-se a LSC-I1 para 0s proximos experimentos.

Tabela 12. Influéncia do uso de diferentes meios reacionais na biorredugdo de 51a com
Pichia kluyveri.

Entrada Meio reacional Conversio®(ee%)”
1 50 mL (caldo fermentativo) 1°
2 100 mL (caldo fermentativo) 21 (42)
3 200 mL (caldo fermentativo) 79 (39)
4 2 g (biomassa Umida)* 5 (44)
5 3 g (biomassa umida)* 8 (44)
Condic@es: 0,4 mmol do substrato, 24 h, agitacdo de 130 rpm, 30 °C.
*50 mL de agua

® Determinada por CG-EM.
® Determinada por CG-FID-quiral.
“Ndéo foi possivel determinar o ee.

3.2.5. Efeito do uso de resina adsorvente

Como ja exemplificado e discutido na introducdo, de um modo geral, de acordo com
dados da literatura (ARRIGO et al.; 1997; ARRIGO et al.; 1998; NAKAMURA et al., 1995;
YANG; YAO; GUAN, 2005), células integras de micro-organismos apresentam um sistema
multienzimatico complexo e quando usadas como biocatalisador, o principal problema
apresentado é a seletividade. A existéncia de diversas enzimas em suas células com diferentes
cinéticas e seletividades resulta em baixa estereosseletividade, pois elas podem catalisar a
sintese, a0 mesmo tempo, de compostos com configuracdo oposta. Dessa maneira, para
alcancar alto ee, é necessario diminuir a concentracdo do substrato. Nesses casos, a enzima
com valor de Km mais baixo serd a principal responsavel pela catalise. Assim, a
estereosseletividade da reacdo é fortemente influenciada pela quantidade de substrato na fase
aquosa.

Nesse contexto, a resina adsorvente Amberlite XAD-7 foi empregada visando contornar
essas limitacdes e melhorar a enantiosseletividade dos produtos biorreduzidos. Optou-se pelo
uso dessa resina, pois na literatura ha diversos trabalhos que relatam sucesso em reacfes de
biorreducio empregando-a (CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES, 2003a; CONCEICAO;
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MORAN; RODRIGUES, 2003b; NAKAMURA,; FUJII; IDA, 2000; NAKAMURA et al.,
2002).

Inicialmente, foram feitos estudos sobre a influéncia da quantidade da resina na
conversdo e ee da biorreducdo assimétrica do substrato 51a. Para isso, utilizou-se 1 g de LSC-
I, 50 mL de meio aquoso e a reacdo foi mantida sob agitacdo rotativa de 130 rpm por 24
horas. Os resultados estdo apresentados no grafico da Figura 16. A conversdo foi determinada
por CG-EM e o ee por CG-FID-quiral.

100 -

80 -
60 -
%

40 ~
20 A
O_

0,25g 0,50g 1g
Quantidade de resina

H Conversao

M ee

Figura 16. Grafico da biorreducdo de 51a em meio aquoso com diferentes quantidades de
resina mediada pela LSC-II.

Pode-se observar que houve um aumento do ee com o aumento da quantidade de resina.
Dessa forma, como a resina ndo tem interferéncia em outros fatores reacionais, 0 aumento do
ee observado pode ser atribuido a diminuicdo da quantidade de material de partida na fase
aquosa (ARRIGO et al; 1997; ARRIGO et al.; 1998; CONCEICAO; MORAN;
RODRIGUES, 2003a; CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES, 2003b; NAKAMURA et al.,
1995; YANG; YAO; GUAN, 2005). Nesse sentido, a baixa concentracdo do substrato
favoreceu a atividade das enzimas-pré-(S), as quais, provavelmente, possuem um menor valor
de Km (CONCEICAO; MORAN; RODRIGUES, 2003a; KAWAI et al., 1996; NAKAMURA
et al., 2002; YANG; YAO; GUAN, 2005).

No entanto, a partir de 0,5 g verificou-se que, praticamente, houve uma estabilizacdo no
ee e uma diminuicdo significativa da conversdo. Ja era esperado que o periodo de incubacéo
para o consumo total do substrato fosse maior na presenca da resina (CONCEICAQ;
MORAN; RODRIGUES, 2003a; YANG; YAO; GUAN, 2005). Entretanto, como o propdsito

do estudo era melhorar a estereosseletividade da reacdo sem comprometer intensamente a
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conversdo e aumentar muito o tempo reacional, além de evitar grandes quantidades de

reagentes, optou-se pela utilizacdo de 0,5 g de resina para 0s experimentos subsequentes.

3.2.5.1. Determinacdo do comportamento de dessor¢cdo do substrato da resina para a
fase aquosa e de adsor¢ao do produto da fase aquosa para a resina

A capacidade da resina em dessorver o material de partida e de adsorver o produto é
extremamente importante para melhorar a seletividade da reagdo. Embora ndo muito comum,
alguns autores (YANG; YAO; GUAN, 2005; SIMPSON; ALPHAND; FURSTOSS, 2001)
fazem testes para determinar tais condigdes, comparar os diversos tipos de resina e detectar
aquela mais adequada e eficiente. Dessa forma, experimentos preliminares foram feitos
visando avaliar o comportamento de dessor¢do do substrato da resina para a fase aquosa e de
adsorcdo do produto da fase aquosa para a resina.

Segundo Yang, Yao e Guan (2005), a capacidade da resina em dessorver o material de
partida ndo pode ser muito fraca, visto que € necessario a liberagdo do material de partida da
resina para 0 meio reacional aquoso, no qual encontram-se 0S micro-organismos responsaveis
pela biorreducdo. Por outro lado, se a capacidade de dessorcédo da resina for muito forte, o
material de partida estara disponivel em grande quantidade na fase aquosa e podera prejudicar
a estereosseletividade da reacdo. Em relacdo a adsorcdo, para que a resina seja uma
ferramenta eficiente, é necessario que haja uma forte adsor¢do do produto biorreduzido da
fase aquosa para a resina.

Dessa forma, afim de estimar a capacidade de dessorcdo da resina Amberlite XAD-7,
utilizou-se o substrato 5la e para a determinacdo do equilibrio de adsorcéo utilizou-se o
produto rac-53a, preparado a partir da hidrogenacdo quimica da ligagdo C=C. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Proporc¢do de dessorcao do substrato da resina para a fase aquosa e de adsor¢éo
do produto da fase aquosa para a resina.

o O
*
N
51a rac-53a

Dessorgéo (%) Adsorcao (%)
XAD-7 9% 93%
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Verificou-se que a proporcao de liberacdo pela resina XAD-7 do substrato 51a foi baixa
e em contrapartida, a taxa de adsorgéo do produto rac-53a foi alta, o que era desejado. Assim,
foi possivel concluir que essa resina é adequada e compativel ao substrato utilizado e tem uma
excelente capacidade em alcancar o equilibrio de adsorcdo bem como controlar a
concentracdo do substrato e do produto na fase aquosa. Tal fato evita o acumulo desses
compostos no meio de biorreducdo e na superficie celular, o que pode ser téxico ao micro-
organismo, e também é essencial para melhorar a estereosseletividade das reacfes de reducéo

assimétrica.
3.2.6. Efeito estérico e eletronico dos substituintes

Apos a otimizacdo das condigcOes reacionais, concluiu-se que o sistema aquoso sem
aditivos (50 mL), utilizando como biocatalisador a LSC-11 (1 g) e com o substrato adsorvido
em 0,5 g de resina Amberlite XAD-7, foi aquele que apresentou os resultados mais
satisfatorios e adequados ao propdsito desse trabalho. Assim, os demais substratos foram
submetidos a essas condi¢des biocataliticas.

Nessa etapa, analisou-se os efeitos do substituinte no [-aril, o alongamento do a-
substituinte e a adicdo de um grupamento éster nas olefinas ativadas. Os resultados estdo
demonstrados na Tabela 14.

Inicialmente, afim de interpretar e entender os resultados, buscou-se o mecanismo
catalitico da reducdo da ligacdo dupla pela ene redutase. Esse mecanismo esta bem
documentado na literatura. Em 1998, Kawai e colaboradores submeteram o substrato 4-fenil-
3-metil-3-buten-2-ona a reducdo enzimatica em D,O (Esquema 16). Atraves do espectro de
RMN de *H do produto, foi possivel observar que a molécula possuia um deutério na posicdo
a. Consequentemente, o hidrogénio incorporado na posicao B era derivado do NADPH e
aquele da posi¢do a era proveniente da dgua ou de algum residuo de aminoacido. A partir
desses resultados, foi possivel propor o arranjo dos grupos cataliticos no sitio ativo da enzima
como demonstrado na Figura 17 (KAWAI et al., 1998).

O
Redutase
Ph o
NADPH vd D
em D,O

Esquema 16. Biorredugdo do composto 4-fenil-3-metil-3-buten-2-ona. Fonte: Adaptada de
KAWAI et al., 1998.
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52

K

D

v

.- HA—,

*HA—

Figura 17. Arranjo dos grupos cataliticos na ene redutase. Fonte: Adaptada de KAWAI et al.,

1998.

Tabela 14. Reducdo assimétrica de 51 em meio aquoso com a LSC-I1l e 0,5 g de resina.

0 o
LSC-II
! 3 Meio aquoso Ri Ra
R 0,5 g resina R2
51a-k 53a-k
Produto R; R Rs Tempo Conv.* Rendimento  ([a]} Configuracéo
53 (h) (%) absoluta(ee%)°®
a Ph CHs- CHs- 27 >99 42 +33,7° s%(81)
b 2-Py CHs- CHs- 8 >99 57 +12,9° s%(81)
c 4-Cl-Ph CHs- CHs- 72 >99 55 +25,1° $%(89)
d 3-CI-Ph CHs- CHs- 30 >99 54 +20,2° $9(93)
e 2-Cl-Ph CHs- CHs- 48 >99 52 +46,0° S°(96)
f 4-MeO-Ph  CHs- CHs- 48 >99 54 +30,4° s(76)
g 4-F-Ph CHs- CHs- 24 >99 39 +24,1°" S9(85)
h 4-Br-Ph CHs- CHs- 48 >99 67 +16,7°" S9(83)
i 2-Br-Ph CHs- CHs- 168* 96 57 +35,4"" $9(92)
j Ph CH3-CHy- CHa- 168* 98 20 +26,4° 5°(98)
k Ph CHs-  CHs-CH»O- 168 NR NR -- --

Condicdes: 1 g de micro-organismo, 50 mL &gua, 0,4 mmol do substrato, agitagcdo de 130 rpm, 30 °C.

# Determinada por CG-EM.
®¢ 1, CHCI.
°c 0,7, CHCls.

¢ Determinada por comparacéo do [a]% dos produtos com dados da literatura (LU; BOLM, 2008).

¢ Determinada por CG-FID-quiral.

 Nao foram encontrados dados da literatura.

9 Inferido a partir do espectro de DC
NR = néo reagiu.

Conv. = converséo

T=23a27°C.

* Apos 3 dias de reacdo, adicionou-se mais 1 g da LSC-11.
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Portanto, pode-se dizer que a adi¢do de [H2] na ligacdo dupla C=C, ativada por GRE,
por meio da ene redutase assemelha-se a adicdo de Michael. Para serem ativas, as ene
redutases requerem a presenca do FMN e do NAD(P)H. No mecanismo mais detalhado
ilustrado no Esquema 17, observa-se que ocorre trés reacOes de reducdo. Primeiramente, 0
hidreto do NAD(P)H é transferido para o FMN, que esta ligado a enzima. Assim, o FMN é
reduzido a FMNH, e o NAD(P)H é oxidado a NAD(P)". Posteriormente, o FMN transfere o
hidreto para o carbono § do substrato e o carbono a retira o segundo hidreto do meio (residuo
de tirosina ou agua) (BRENNA et al., 2013; HALL et al., 2006; HALL; BOMMARIUS,
2011; STUERMER et al. 2007; WINKLER et al., 2012). Para a regeneracdo da forma
reduzida do cofator, os micro-organismos podem usar a agua ou os hidrogénios encontrados
em substéncias presentes nas suas células (ZHANG; PIONNIER, 2003). Ocorre, assim, uma
adicdo anti de hidrogénios na ligacdo dupla (FABER, 2011; KAWAI et al., 1996)

R ( 3 H
— R [
N /N\’// R, GRE N ( N\’//O
FMN . N ————— c FMNH,
N4> Ene redutase N NH
____________ |
. Sistema de : ~ NAD(P)H (\H o)
' reciclagem ! ) R Rs
' doador de H. NAD(P)+ ):<
b : Ry(( GRE
[H']
[H']: hidreto proveniente da flavina Adigao anti de
[H*]: préton proveniente do residuo de tirosina hidrogénios

ou do solvente
GRE: grupo retirador de elétrons

T

R1//, \\RS

1 GRE

Esquema 17. Mecanismo catalitico da reducéo assimétrica pela ene redutase. Fonte:
Adaptado de HALL et al., 2006; WINKLER et al., 2012.

Segundo dados da literatura (KAWAI et al., 1996; KAWAI; HAYASHI; TOKITOH,
2001), o caminho estereoquimico da reducdo enzimatica da ligacdo dupla C=C procede
através da adicdo anti de hidrogénios mesmo quando a reducdo é acompanhada pela baixa
estereosseletividade, a qual pode estar relacionada com a posi¢do do substrato no sitio ativo

da enzima e ndo com a estereoquimica da hidrogenacdo. Dessa forma, observando as
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conversbes e ee dos produtos 53a e 53j, pode-se verificar que apesar da conversao ter
diminuido, o alongamento do grupo a-alquil (Rz) melhorou significativamente a
estereosseletividade das reacdes que foi de 81% e 98%, respectivamente. Tal fato pode ser
devido ao posicionamento do substrato no sitio ativo da enzima ocorrer de forma mais
adequada na presenca do grupo a-etila, ja que o seu efeito estérico € maior, assim como a
possibilidade de mais interacdes envolvidas no reconhecimento molecular pelo sitio ativo da
enzima do que com o grupo metila (BRENNA et al., 2013; KAWAI; HAY ASHI; TOKITOH,
2001). Portanto, o composto carbonilico o,B-insaturado so é reduzido com alta seletividade se
ele estiver encaixado adequadamente no sitio ativo.

No entanto, quando adicionou-se um grupamento éster, ndo foi possivel observar a
formacdo do produto, o que indica que a enzima é sensivel ao efeito estérico na cadeia
adjacente ao grupamento carbonilico (R3) (BRENNA et al., 2013). Adicionalmente, pode ser
que na presenca do grupamento éster (53k) o substrato permaneca menos ativado (FABER,
2011; TOOGOOD; SCRUTTON, 2014) fazendo com que ele ndo alcance a conformacéo
ideal para se acomodar no sitio ativo da enzima e, consequentemente, a biorreducdo da
ligacdo dupla torna-se menos susceptivel. Os grupos funcionais cataliticos devem estar
estrategicamente alinhados para que haja a atividade enzimatica e assim, a quebra e a
formacdo de ligagdes. Em outras palavras, caso o sitio ativo de uma enzima forme diversas
interacdes com determinado substrato no estado de transicdo como consequéncia do
posicionamento dos grupamentos funcionais, o biocatalisador ndo terd mais a capacidade de
catalisar nenhum outro composto que ndo possuir essas mesmas funcionalizacGes
especificamente e com a mesma veeméncia. Além disso, se 0 substrato possuir uma
funcionalidade adicional para a qual a enzima ndo apresentar um bolsdo para acomoda-la ou
um sitio de ligacdo, provavelmente, ndo ocorrera a catalise e o substrato serd excluido da
enzima (NELSON; COX, 2011; SILVERMAN, 2002).

Observou-se também que a reducdo das olefinas ativadas que ndo apresentaram
substituinte no anel (53a) ou as que apresentam-no na posicdo para (53c, 53f, 53g e 53h),
geraram 0 corresponde composto carbonilico a-metil  substituido com boa
enantiosseletividade. A introducdo do substituinte em meta (53d) ou orto (53e e 53i)
melhorou o ee. A adicdo de um anel heterociclico (53b) no B-substituinte ndo ocasionou
melhora na estereosseletividade. Esses resultados demonstraram que a posicdo dos
substituintes tem um importante papel na estereodiscriminacdo da enzima,

complementaridade molecular do substrato com o sitio receptor e estereosseletividade na
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biorreducdo da ligacdo dupla (BRENNA et al., 2013; KAWAI et al., 1995; KAWAI et al.,
1996; KAWAI; HAYASHI; TOKITOH, 2001).

Apesar dos substratos 51i e 51j terem sido mantidos por mais de 7 dias no sistema
biocatalitico (1 g de LSC-II, 50 mL &gua, 0,5 g de resina e 0,4 mmol do substrato), ndo
observou-se o consumo total do substrato (sobraram 20% e 15% dos materiais de partida,
respectivamente). Posteriormente, encontrou-se dificuldades na etapa de isolamento dos
produtos. Diversas tentativas de purificagdo do composto 53j foram realizadas alterando a
polaridade da fase mével bem como o tipo de fase estacionéria:

e coluna de silica flash, fase mével: hexano e acetato de etila;

e coluna de silica flash, fase movel: n-heptano e acetato de etila;

e coluna de silica flash, fase movel: n-heptano e acetato de n-butila;

e coluna de silica flash com AgNO3 (3%), fase movel: hexano e acetato de etila;

e cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), fase movel: hexano e acetato de
etila;

e coluna de silica classica, fase movel: hexano e acetato de etila.

A coluna de silica classica com fase movel hexano e acetato de etila apresentou os
melhores resultados, todavia, ainda ndo foi suficiente para a purificacdo adequada. Dessa
forma, associou-se a baixa conversao a viabalidade do micro-organismo e um novo teste foi
feito adicionando mais 1 g do LSC-II apos 3 dias de reacdo. Apesar da conversdo ter sido
maior sob essas condic6es, ndo foi possivel alcangar o consumo total do substrato e obteve-se
96% de conversdo para o0 composto 53i e 98% para o composto 53j. O produto 53i foi
purificado utilizando as condi¢cdes descritas no primeiro item, ja a purificacdo do 53j foi feita
de acordo com o dltimo item.

As purificacdes dos demais produtos foram realizadas utilizando coluna de silica flash e
fase movel hexano e acetato de etila. Todas as moléculas foram caracterizadas por CG-EM e
RMN de *H e *C. Os rendimentos isolados obtidos variaram de 20% a 67%. Calculou-se 0s
ee por CG-FID-quiral e a confirmacdo da configuracdo absoluta, com excecdo dos produtos
53g, 53h e 53i, foi feita através da determinacdo da rotacdo Optica ([«]5) dos compostos
obtidos e comparacdo com dados presentes na literatura (LU; BOLM, 2008). Para os produtos
53g, 53h e 53i, que ndo estdo reportados, experimentos de dicroismo circular foram feitos e
serdo discutido a seguir. Dessa maneira, ap0s esses experimentos, pode-se afirmar que o0s

enantiomeros formados preferencialmente possuem a configuracdo absoluta S.
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A titulo de exemplo, abaixo encontram-se o espectros de CG-EM (Figura 18) e RMN de

'H e suas expansdes (Figura 19) do produto de biorreducéo 53a.

No Esquema 18 estdo demonstradas as propostas de fragmentagdo para 0s principais
picos da molécula 53a. Observou-se a presenca do ion molecular m/z 162 e também o sinal
m/z 147 referente a perda de uma metila. Na sequéncia, o fragmento m/z 119 indica uma
descarbonilacdo. O sinal m/z 91 (ion tropilio) confirma a presenca de anel aromético. Por
outro lado, o fragmento m/z 43 é resultante da formacéo ion acilio. Essas fragmentacdes estdo

de acordo com a estrutura do produto.
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Figura 18. Espectro obtido no CG-EM do composto 53a.
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Esquema 18. Propostas de fragmentacao do composto 53a ap0s ionizacao por impacto de
elétrons (70 eV).

Pode-se observar, nos espectros de RMN de *H e em suas ampliacées na Figura 19, um

dupleto com deslocamento quimico em 1,10 ppm, com integragdo para 3 hidrogénios e
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constante de acoplamento J = 7,1 Hz, indicando a presenca dos hidrogénios do grupo metila
(H-11). Em seguida, visualiza-se um simpleto com deslocamento quimico em 2,10 ppm e
integral 3, referente a presenca de mais um grupo metila (H-1) um pouco mais desblindado
devido a proximidade com a carbonila. Observa-se nos deslocamentos quimicos de 2,58 ppm
e 3,00 dois duplos dupletos com integracdo para 1 hidrogénio cada um, atribuidos aos
hidrogénios metilénicos (H-4 e H-4") comJ =135¢ 7,6 Hze J = 13,5 e 6,8 Hz, a maior
constante de acoplamento indica um acoplamento geminal. No deslocamento de 2,89-2,80
ppm, observa-se um multipleto integrando para 1 hidrogénio correspondente ao grupo CH (H-
3). Por fim, na regido de 7,31-7,15 ppm observa-se um multipleto com integral 5,

caracteristico dos hidrogénios aromaticos (H-6 a H-10).

CHLOROFORM-d

111
1.09

] e N B [
1
o MmN O DS MAN O Q N~
009 % VBVHXDD @0 1n - o
4 MmmomN NN NN NN N NN - O
6 54 3 ST D ) 7T
21 1
10 11 v
3.05
| E—
. 1.20 1.15 1.10 1.05
i 1l [N Chemical Shift (ppm)
A_AMI , '._A.A-b\—ll X JLA&’(_
1.00 1.04 1.02
| E— | E— | E—
mmmmmm
32 3.1 3.0 29 2.8 2.7 2.6 25
Chemical Shift (ppm)
|
F1 1 1 Y W
5.76 1.00 1.04 1.02 2.98 3.05
=] Lol U 1
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN de *H do produto isolado 53a (400 MHz, CDCls).

3.3. Determinacéo da configuracdo absoluta dos composto 53¢, 53h e 53i

Para a determinacdo da configuracdo absoluta dos produtos biorreduzidos, comparou-
se os dados de rotacdo dptica ([a]h) obtidos com aqueles descritos na literatura. No entanto,
para 0s compostos 53g, 53h e 53i ndo foram encontrados dados publicados de rotacédo Optica e,
assim, foi necessario buscar outras alternativas. Optou-se pela utilizacdo da técnica de
dicroismo circular, pois, de acordo com a literatura, estas medidas sdo usadas para a
determinacdo da configuracdo absoluta de cetonas alquilicas saturadas quando a conformacéo

é conhecida ou para determinar a conformagdo quando a configuracdo absoluta é conhecida
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(BEROVA; BARI; PESCITELLI, 2007; BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000;
CRABBE, 1972; GORTHEY; VAIRAMANI; DJERASSI, 1984; MOFFITT et al., 1961;
MISLOW et al., 1961). Dessa forma, essa técnica poderia ser efetiva para as analises dos
compostos carbonilicos a-alquil substituidos obtidos por meio de reacGes de biocatalise, desde
que ndo haja modificacdo no centro quiral, que é o caso deste trabalho.

Quando o feixe de luz polarizada passa através de uma substancia opticamente ativa, ele
é desviado para a direita ou para a esquerda com diferentes velocidades, concentracdes
(cL#cp) e comprimentos de ondas (A #\p), € além disso, esses raios também sdo absorvidos
com diferentes intensidades, o que gera absortividade molar levo e dextrorrotatério distintas
(Aer# Aep). Assim, o célculo da diferenca de intensidade de absorcdo da luz circularmente
polarizada a esquerda e a direita (Equacdo 1) é denominado de dicroismo circular (DC). O
DC é considerado uma eficiente ferramenta para a analise estereoquimica, pois ele é sensivel
a configuracdo absoluta assim como as caracteristicas conformacionais. Para a aplicacdo
dessa técnica, é necessario que 0s compostos apresentem grupos croméforos para a absorgédo
na regido do ultravioleta-visivel (UV-visivel) (BEROVA; BARI; PESCITELLI, 2007,
BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000; CRABBE, 1972; LIMA, 1997). Além disso, deve
ser feito uma analogia das propriedades Opticas obtidas com aquelas de um composto
referéncia com configuracdo absoluta determinada que seja estruturalmente similar a
molécula analisada, ou seja, apresente 0s mesmos substituintes ou similares no centro quiral
(CRABBE, 1972; LIMA, 1997).

DC=AA=AL-Ap= (gL-¢p) cl A= Absorbancia levorrotatoria
1 Ag = Absorbancia dextrorrotatéria
Ag = pr AA ¢ = concentrac¢do molar (mol/L)
¢ = absortividade molar
Ag = gL-gp I = comprimento da cela de amostra (cm)

Equacao 1. Diferenca de absorcdo da luz polarizada levo e dextrorrotatdria

Inicialmente, foram obtidos os espectros de absor¢do de luz UV-visivel para os
compostos 53g, 53h e 53i (Figura 20) por meio do espectrofotdmetro na faixa de
comprimento de onda (A) de 190 a 400 nm, a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C).
Para correlacdo, analisou-se também mais dois produtos 53a e 53c (Figura 20) cuja
configuracdo absoluta ja havia sido determinada e estes foram utilizados como referéncia
(Figura 21 e Tabela 15).
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Figura 20. Compostos utilizados nas anélises de UV-visivel e DC.
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Figura 21. Espectros de absorcao de luz UV-visivel na regido de 190 a 400 nm dos
compostos 53a, 53c, 539, 53h, 53i em acetonitrila.

Tabela 15. Dados de comprimento de onda de absor¢do maximo (Amsx) € absortividade molar
(€), dos produtos 53a, 53c, 53¢, 53h, 53i em acetonitrila.

Composto | Amax € Amax € Amax € Amax €
(nm) (nm) (nm) (nm)
53a 192 35580 b b b b b b
53c 194 40620 220 10720 270 780 276 780
539 a a b b 266 992 272 947
53h 194 44840 222 12740 270 820 276 820
53i 198 43140 b b 266 1200 b b

a. Na&o detectado, pois foi inferior ao limite de detec¢do do aparelho.
b. N&o detectado, pois ndo possui absor¢cdo maxima na regiao.

Os compostos analisados apresentam em sua estrutura um anel aromatico sem
substituintes e com 0s mesmos em orto ou para. Segundo dados da literatura (PAVIA et al.,

2010), o benzeno apresenta trés bandas de absor¢do relacionadas a transi¢do m— n". Essas
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bandas se localizam em 184 nm, com uma absortividade molar (¢) de 47000 (transi¢cdo
permitida), 202 nm (g = 7400) e em 255 nm (g = 230). As duas Ultimas bandas séo transi¢cdes
eletronicas proibidas por simetria (PAVIA et al., 2010). A presenga de substituintes pode
alterar a posicdo dessas bandas como mostrado na Figura 22 e Tabela 15.

Os compostos deste trabalho também possuem uma carbonila que apresenta bandas de
absorc¢do na regido de 190 nm, relacionada com a transicdo m— 7 permitida e bastante
intensa e outra transi¢do proibida n— m em 280 nm de baixa intensidade (PAVIA et al.,
2010). As bandas de menores intensidades (n— n') S0 de interesse para a determinacéo da
configuragdo absoluta em cetonas, mas nos compostos analisados, encontram-se sobrepostas
com as bandas do anel aromatico (n=— m') (BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000;
PAVIA et al., 2010). E possivel notar a interacdo entre os niveis de energia eletrénico com o
modo vibracional provocando uma definicdo da estrutura fina do espectro para 0s compostos
53c, 53¢g e 53h (Figura 22), que esta relacionada com o tipo de substituinte (CI, F e Br) na
posicdo para do anel aromatico. Em contrapartida, com o substituinte Br na posi¢éo orto 53i,
ndo houve a definicdo do tipo estrutura fina, e assim, obteve-se uma banda alargada com
menor defini¢do. Tal fato pode ser justificado pela diminuicdo da intensidade de interacdo dos
elétrons ndo ligantes do substituinte na posi¢cdo orto com o anel aromético, pois haveria a

possibilidade de sua interacdo com a carbonila (PAVIA et al., 2010).
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Figura 22. Ampliacdo do espectro de absorcéo de luz UV-visivel na regido de 240 a 360 nm
dos compostos 53a, 53c, 53¢, 53h, 53i em acetonitrila.
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Né&o foram encontradas informacdes sobre espectros de dicroismo circular e de rotacéo
Optica dos compostos 53g, 53h e 53i. J& para 0s compostos 53a e 53¢, encontrou-se 0s valores
de [a]?® +40,7 e +27,7 (LU; BOLM, 2008), respectivamente, que sdo semelhantes aos
encontrados experimentalmente [a]%3 = +33,7 e +25,1.

Apesar das medidas de rotacdo Optica dos produtos 53g, 53h e 53i [a]3® = +24,1,
+16,7 e +35,4, terem apresentado desvio da luz polarizada para o mesmo lado
(dextrorrotatéria) dos compostos 53a e 53c, preferiu-se adquirir os espectros de dicroismo
circular para garantir a determinacdo da configuracdo absoluta.

Dessa forma, foram feitas as analises de dicroismo circular dos compostos 53a, 53c,
53g, 53h, 53i, na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm, a 25 °C e selecionou-se a
regido de 240 a 360 nm (Figura 23). A transicdo eletronica n —n  da carbonila é fraca e
quando localizada em um meio quiral, sofre perturbacdes no carbono assimétrico que levam a
um sinal de dicroismo circular. No espectro de dicroismo, quando o sinal é positivo, diz-se
que ha um efeito Cotton positivo. Quando o sinal é negativo, o efeito Cotton é negativo. O
méaximo e o minimo do efeito Cotton séo as cristas e os vales, respectivamente, ou seja, as
bandas de absor¢cdo méxima e minima no espectro (BEROVA; NAKANISHI; WOODY,

2000).
20 4
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Figura 23. Espectros de dicroismo circular (8) dos compostos 53a, 53c, 53¢, 53h, 53i na
regido de 240 a 360 nm em acetonitrila.
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No espectro de dicroismo circular (Figura 23) observou-se que na faixa de absorcao
dos compostos 53a e 53c selecionada (Figura 22), a luz polarizada do espectropolarimetro
apresentou um sinal positivo. Os demais compostos demonstraram 0 mesmo efeito Cotton
positivo para as bandas entre 240 a 360 nm, conforme a Figura 23. Sabendo que o DC é
sensivel em relacdo as caracteristicas estereoquimica dos compostos e que todas as
transformacdes feitas nas moléculas 53g, 53h, 53i ndo alteraram o centro quiral, os resultados
sdo indicativo de que é possivel correlacionar a configuracdo absoluta conhecida dos
compostos 53a e 53c, com as substéncias sintetizadas neste trabalho. Portanto, como ndo
houve alteracdo de tipo de substituinte diretamente ligado ao carbono quirdlico, pode-se

assumir que elas possuem a mesma configuragéo absoluta S.

3.4. Aplicagéo sintética

Por fim, investigou-se a aplicacdo da metodologia na preparacdo da muguesia, uma
substancia biologicamente ativa. Para isso, a condi¢do que gerou 0s produtos com as maiores
enantiosseletividades foi a selecionada, ou seja, meio aquoso sem aditivos, a LSC-1l e o
substrato adsorvido em 0,5 g de resina XAD-7.

Os receptores olfatorios do nariz humano sdo assimétricos e podem detectar e
discriminar os enantidmeros de um composto organico quiral, volatil e odorifero. Eles
apresentam uma grande capacidade de reconhecimento molecular, a qual é influenciada pela
orientacdo espacial dos elementos no centro quiral da molécula odorifera. Assim, a obtencéo
de compostos enantiomericamente puros € importante para a melhoria da performance do
produto e também para a saude humana, pois quando apenas o isbmero odorifero ativo é
empregado nos produtos comerciais, 0 risco toxicoldgico € reduzido, assim como torna o
processo menos prejudicial ao ambiente, pois a preparacdo do enantibmero mais potente
diminui a quantidade de substancias quimicas nas fragrancias (ABATE et al., 2005;
BRENNA et al., 2014).

A muguesia é uma fragrancia floral disponivel comercialmente pela IFF (“Internation
Flavors & Fragrances™) como uma mistura de dois diastereoisdmeros racémicos. No catalogo
da IFF, a muguesia € descrita como um liquido incolor amarelo claro, com aroma floral e rosa
(ABATE et al., 2005; BRENNA et al., 2011).

Nesse sentido, sabendo da semelhanca estrutural da muguesia com 0s compostos
estudados durante esse trabalho, optou-se pela sua preparagdo utilizando a biocatélise na

biorreducédo enantiosseletiva da ligacdo dupla (Esquema 19).
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Segundo dados da literatura (BRENNA et al., 2014), a configuracdo absoluta do atomo
de carbono na posicdo 3 € fundamental para estabelecer as propriedades odoriferas da
muguesia. Apds serem avaliados por perfumistas verificou-se que os isdmeros (2R,3S)-54a e
(2S,3S)-54a apresentam um odor floral forte, ja os estereoisomeros (2R,3R)-54a e (2S,3R)-
54a sdo descritos como fracos. Assim, 0s compostos (2R,3S)-54a e (2S,3S)-54a sdo o0s
responsaveis pela propagacdo do odor floral da fragrancia comercial (ABATE et al., 2005;
BRENNA et al., 2011; BRENNA et al., 2014).

Dessa maneira, apés a biorreducdo do substrato 51a, o produto 53a foi submetido a
reacdo com NaBH,4, um agente redutor tradicional, para a reducdo da carbonila. Os compostos
gerados predominantemente nessa reacdo foram os diastereoisomeros (2R,3S)-54a e (2S,3S)-
54a da muguesia (Esquema 19). Eles foram caracterizados por CG-FID-quiral, CG-EM e
RMN *H e *C.

o o OH OH

LSC-II NaBH, :
XX " . o4 N
Meio aquoso metanol
(S)-53a (2R,3S)-54a (2S,3S5)-54a

51a 0,5 g resina
39,5 % 60,5 %

Esquema 19. Diastereoisdmeros da muguesia produzidos preferencialmente na biorreducao
do substrato 51a mediado por LSC-II seguida de reducéo da carbonila.

Sintetizou-se também os estereoisdmeros da muguesia 54a quimicamente, por meio de
uma reacao de hidrogenacdo classica com Pd/C e posterior reducdo com NaBH, (Esquema
20). Esses foram utilizados como padrées para comparagdo com 0s isdmeros obtidos
utilizando a biocatalise .

OH OH

+
Q Q ©/;:S\54 ©72:3('S):4a
Pd/C, 1 atm H, ) NaBH (2R,35)-54a ’
AN S — _ePd o
AcOEt metanol OH OH

51a rac-53a

+

(2S,3R)-54a (2R,3R)-54a

Esquema 20. Preparacdo dos diastereoisdmeros da muguesia utilizando reducéo quimica.
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Diversas tentativas de purificacdo e isolamento dos diastereoisomeros (2R,3S)-54a e
(2S,3S)-54a foram feitas utilizando coluna de silica flash, coluna de silica classica e CCDP. O
emprego da CCDP foi a técnica que apresentou os melhores resultados. Todavia, ndo foi
possivel separar os diastereoisdmeros. Brenna et al. (2014) reportou a purificacdo dos
isomeros (2R,3S)-54a e (2S,3S)-54a utilizando destilacdo horizontal, no entanto, ja& que o
objetivo do trabalho era demonstrar a aplicacdo da metodologia na obtencdo de uma
susbtancia bioativa e a massa produzida ndo era suficiente para 0 emprego dessa técnica, as
analises e caracterizacdo da muguesia foram feitas com a mistura dos diastereoisdmeros syn- e
anti-54a.

Na Figura 24, pode-se observar em preto os picos dos diastereoisdmeros obtidos na
reducdo quimica e em vermelho os diastereoisomeros (2R,3S)-54a e (2S,3S)-54a obtidos
preferencialmente utilizando a biorreducdo na primeira etapa. De acordo com Brenna e
colaboradores (2014), o diastereoisdmero que elui primeiro é o syn-54a (tg = 76 min), o anti-
54a apresenta o tempo de retencdo maior (tr = 79,2 min). Tanto na redu¢do quimica como na
enzimatica, o diastereoisdmero observado em maior proporcdo foi o syn-54a, a conversao
estimada pelo CG-FID-quiral foi de 56% e 60,5%, respectivamente.

E importante destacar que o produto biorreduzido (S)-53a, utilizado para a reducéo com
NaBH,, apresentava um ee de 78% e verificou-se que, ap0s a reacdo, o ee diminuiu para 76%,
este foi calculado a partir do diastereoisdmero anti-54a, o qual apresentou a melhor resolugéo.
Possivelmente, tal resultado esta relacionado ao processo de enolizacdo que 0s substratos

podem sofrer, levando a racemizacao e diminuicdo da estereosseletividade da reacéo.
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Figura 24. Estereoisomeros da muguesia obtidos utilizando redugdo quimica (preto) e
biocatalitica (vermelho).
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4. CONCLUSOES

De acordo com as investigacOes realizadas neste periodo e os resultados obtidos, pode-
se assumir que 0s objetivos do presente trabalho foram alcancados.

Como apresentado, 0S compostos carbonilicos a,B-insaturados foram obtidos com
rendimentos satisfatorios, os quais foram submetidos a reacdo de biorreducdo e geraram
compostos carbonilicos a-alquil substituidos opticamente ativos. Para encontrar a condicdo
reacional que resultasse em produtos com alta conversdo e ee, foram avaliados diversos
parametros experimentais.

Em relagdo ao meio reacional, os melhores resultados foram obtidos utilizando sistema
monofasico aquoso sem aditivos mediado pela LSC-II.

Apesar do uso da Pichia kluyveri e de linhagens de diferentes origens ter gerado o
produto esperado, este foi obtido com rendimentos e enantiosseletividades inferiores ao
desejado. Dessa forma, a levedura LSC-II foi a mais adequada para a continuidade dos
experimentos. Além disso, 0 uso da resina Amberlite XAD-7 bem como mudangas na
estrutura da molécula proporcionaram o aumento da conversdo e ee dos compostos
carbonilicos a-alquil substituidos, os quais foram isolados com rendimentos moderados a
bons.

Por fim, estudou-se a aplicacdo sintética da metodologia na preparagdo da muguesia.
Essa substancia bioativa foi produzida com sucesso e com estereosseletividade satisfatoria.

Cabe salientar que a otimizacdo das condicdes reacionais € fundamental nas reacdes
catalisadas por ceélulas integras de micro-organismos, ja que foram observadas variacfes
significativas nos rendimentos e estereosseletividades em condigdes distintas.

Em uma visdo geral, os resultados sdo bastante promissores e indicam que essa levedura
é capaz de atuar seletivamente em reacdes de reducdo. Observou-se que embora houvesse
dois grupamentos funcionais susceptiveis a catalise enzimatica, a biorreducdo da ligacdo C=C
foi predominante em relacdo a C=0, o que demonstra a alta quimiosseletividade do processo.

Diante do exposto, concluiu-se que devido as condicBes reacionais desenvolvidas
usando LSC-II, &gua e resina XAD-7 na primeira etapa, foi possivel a sintese dos isdmeros
desejaveis da fragrancia muguesia. Tal fato confirma o grande potencial da metodologia para

a preparacdo enantiosseletiva de substancias bioativas de interesse sintético.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Materiais e Métodos

6.1.1. Reagente e solventes

Quando necesséario, 0s reagentes e solventes empregados nas reacGes foram
adequadamente purificados e tratados de acordo com técnicas presentes na literatura
(PERRIN; ARMAREGO; PERRIN, 1980). Os demais reagentes foram obtidos
comercialmente e utilizados sem prévia purificacéo.

As solucdes saturadas de cloreto de sddio e bicarbonato de sddio, assim como as
solucdes basicas de hidroxido de sodio (25% m/v) foram utilizadas para extragdo de alguns
produtos.

Utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae na forma liofilizada, disponivel
comercialmente, da marca Sigma Aldrich e na forma de fermento de p&o adquirido em
supermercados (marcas: Dona Benta, Fleishmann fresco e seco, Dr. Oetker).

A resina Amberlite empregada nas reacdes de biorreducdo € do tipo Amberlite
XAD7HP da marca Sigma Aldrich.

A levedura Pichia kluyveri foi cedida pelo Prof. José Augusto Rosario Rodrigues e a
linhagem denominada Cocal foi doada pela Usina Cocal, produtora de agUcar, etanol e energia
elétrica, e consistia em um caldo em processo de fermentacdo contendo as linhagens CAT-1 e

PE-2 de Saccharomyces cerevisiae.

6.1.2. Cromatografia em camada delgada, em coluna e em camada delgada preparativa

As reacoes e purificacbes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD). As analises de CCD foram realizadas em cromatoplacas Fluka Analytical de silica gel
com indicador fluorescente em 254 nm. Essas foram reveladas em uma camara sob luz
ultravioleta (A = 254 nm) e também com solucdo de vanilina e de anisaldeido.

As cromatografias em colunas (CC) foram realizadas com silica gel flash 60, 230-400
mesh (40-63 pum) da marca Merck e silica classica, 70-230 mesh (63-200 um).

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram preparadas
com silica gel 60 PF,s4, com 1 mm de espessura e sobre placas de vidro 20 x 20 cm.

Como fase mdvel, utilizou-se mistura de solventes adequados.
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6.1.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

As analises por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM)
foram realizadas em um cromatdgrafo gasoso Shimadzu, modelo QP2010, com injetor
automético AOC-5000. O sistema operou com fonte de impacto de elétrons (70 eV). Utilizou-
se uma coluna DB-5 MS (30 m x 0,25 mm x 25 um) da marca J&W Scientific. Os
fragmentos foram representados em suas unidades de massa e carga (m/z) e a
abundancia relativa para os principais fragmentos estdo descritas em porcentagem (%) em
relacdo ao pico base. As condicOes de analise para os compostos foram:

Meétodo 1: Gé&s de arraste: Hélio; Temperatura do injetor: 250 °C; Temperatura da fonte de
jons: 250 °C; Temperatura da interface: 290 °C; Programacéo: 70 °C (5 min), 70 — 140 °C
(3 °C/min), 140 °C (10 min), 140 — 250 °C (15 °C/ min), 250°C (5 min); Pressdo total da
coluna: 69,5 kPa; Fluxo da coluna: 1,10 mL/min.

Além disso, para os produtos quirais e padrbes racémicos também foram feitas
analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas equipada com a coluna
quiral BETA DEX™120 da marca Supelco (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Os métodos foram

selecionados de acordo com a melhor eficiéncia e resolucéo dos picos. Foram eles:

Método 2: Gas de arraste: Hélio; Temperatura do injetor: 220 °C; Temperatura da fonte de
fons: 220 °C; Temperatura da interface: 220 °C; Programacdo: 60 °C, 60 — 100 °C (2
°C/min), 100 °C (2 min), 100 — 150 °C (0,5 °C/ min); 150 — 180 °C (10 °C/ min), 180°C (2

min); Pressdo total da coluna: 65,4 kPa; Fluxo da coluna: 1,10 mL/min.

Método 3: Géas de arraste: Hélio; Temperatura do injetor: 220 °C; Temperatura da fonte de
fons: 220 °C; Temperatura da interface: 220 °C; Programacdo: 90 °C, 90 — 100 °C (2
°C/min), 100 — 150 °C (1 °C/ min); 150 — 190 °C (4 °C/ min), 190 °C (10 min); Pressdo

total da coluna: 75 kPa; Fluxo da coluna; 1,07 mL/min.

Método 4: Géas de arraste: Hélio; Temperatura do injetor: 220 °C; Temperatura da fonte de
fons: 220 °C; Temperatura da interface: 220 °C; Programacdo: 60 °C, 60 — 100 °C (2
°C/min), 100°C (2 min), 100 — 150 °C (0,5 °C/ min); 150 — 190 °C (10 °C/ min), 190 °C (6

min); Pressdo total da coluna: 65,4 kPa; Fluxo da coluna: 1,10 mL/min.
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6.1.4. Cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chama equipada com coluna

quiral

As andlises cromatogréficas dos padrbes racémicos e dos produtos quirais para o
célculo dos excessos enantioméricos foram feitas utilizando um equipamento da marca
Shimadzu, modelo GC-2014 com injetor automatico AOC-20i equipado com coluna quiral
(CG-FID-quiral). A coluna utilizada foi a BETA DEX™120 da marca Supelco (30 m x 0,25
mm x 0,25 um).

De acordo com a melhor resolucdo e eficiéncia dos picos, trés métodos foram
empregados para analise dos produtos biorreduzidos. Abaixo encontram-se as condicdes

utilizadas em cada um desses métodos:

Método 5: Géas de arraste: Nitrogénio; Temperatura do injetor: 220 °C; Temperatura do
detector: 300 °C; Programacao: 60 °C, 60 — 100 °C (2 °C/min), 100 °C (2 min), 100 — 150
°C (0,5 °C/ min), 150 — 180 °C (10°C/ min), 180°C (2 min); Pressdo total da coluna: 83,4

kPa; Fluxo da coluna: 1,04 mL/min.

Método 6: Géas de arraste: Nitrogénio; Temperatura do injetor: 220 °C; Temperatura do
detector: 300 °C; Temperatura do forno: 90°C, 90 — 100 °C (2°C/min), 100 — 150 °C (1
°C/ min), 150 — 190 °C (4 °C/ min); Presséo total da coluna: 97,8 kPa; Fluxo da coluna: 1,10

mL/min.

Método 7: Géas de arraste: Nitrogénio; Temperatura do injetor: 220 °C; Temperatura do
detector: 300 °C; Temperatura do forno: 60 °C, 60 — 100 °C (2 °C/min), 100 °C (2 min),
100 — 150 °C (0,5 °C/ min), 150 — 190 °C (10 °C/ min) (10 min); Presséo total da coluna:
83,4 kPa; Fluxo da coluna: 1,04 mL/min.

6.1.5. Cromatografia em fase gasosa com detector por ionizacdo de chama

A cromatografia em fase gasosa (CG-FID) foi realizada utilizando-se um
cromatografo gasoso modelo GC-2014 da marca Shimadzu, com injetor automatico AOC-20i,
equipado com coluna RTX-1 da marca Restek. Essas analises auxiliaram no acompanhamento

reacional e verificagdo da pureza dos compostos.

83



Parte experimental

6.1.6. Espectrometria de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrdmetro de 400 e 500 MHz para *H e 100 e 125 para *C em espectrometros Bruker
(DRX-400 e DRX-500) no Departamento de Quimica - FFCLRP. O solvente utilizado para
solubilziar as amostras foi o0 CDCls, usando como padréo interno tetrametilsilano (TMS) ou
na auséncia deste, utilizou-se como referéncia o sinal do CDCIl; em 7,27 ppm para 0s
espectros de RMN *H. Nos espectros de **C, o sinal central do tripleto do solvente CDCl; foi
utilizado como referéncia em 77 ppm. Os espectros de RMN de *C também foram
interpretados com o auxilio da técnica DEPT-135, na qual os sinais referentes aos grupos CHs
e CH apresentaram sinal positivo (+), CH, demonstrou sinal negativo (-) e o sinal foi ausente
para carbono quaternario Co.

Os deslocamentos quimicos (o) estdo representados em parte por milhdo (ppm) em
relacdo as referéncias internas. Entre parénteses estdo representadas as multiplicidades
indicadas por s = simpleto, sl = simpleto largo, d = dupleto, dl = dupleto largo, dd = duplo
dupleto, ddd = duplo duplo dupleto, t = tripleto, td = triplo dupleto, g = quarteto, q ap. =
quarteto aparente, m = multipleto, as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz) e o nUmero
de hidrogénios deduzidos na integracéo relativa.

Os experimentos de NOEDIFF foram realizados no espectrometro Bruker DRX-500.

6.1.7. Espectrometria de massas de alta resolucao

Os espectros de massas de alta resolucdo (EMAR) foram adquiridos em um aparelho
LC-MS - Bruker Daltonics, modelo MicroTOF QIl, com detector ESI-TOF, equipado com
uma fonte de ionizagdo por electrospray e um analisador time of flight. Os espectros foram

obtidos operando no modo positivo, resultando nos ions [M+H]" e e [M+Na]".

6.1.8. Rotacdo Optica

As medidas de rotacdo oOptica [a]} foram feitas utilizando um polarimetro Jasco P-
2000, equipado com ldampada de sodio, operando com A=589 nm, com temperatura de 23 a 27
°C, usando uma cela de caminho o6ptico de 0,5 dm. As amostras foram diluidas em CHCI;

grau espectroscopico e as concentragdes estdo apresentadas em g/ 100 mL.
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6.1.9. Espectrofotometria no infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um
espectrofotobmetro modelo IR-Prestige-21 da marca Shimadzu com transformada de Fourier.
As amostras liquidas soliveis em cloroformio ou diclorometano foram solubilizadas em um
desses solventes e gotejadas sobre uma janela de cristal de KBr, posteriormente, o solvente foi
evaporado e formou-se um filme de amostra. As frequéncias de absorcao estdo representadas

emcm™.

6.1.10. Espectrofotometria no ultravioleta-visivel

Os espectros no ultravioleta (UV-visivel) foram obtidos em um espectrofotdmetro
Gehaka, modelo UV-380G com detector fotodiodo, usando uma cubeta de quartzo de
caminho optico de 1,0 cm. A faixa de varredura dos espectros foi de 400 a 190 nm. O solvente

utilizado para o preparo das solucdes foi acetonitrila.

6.1.11. Dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular foram realizados no espectropolarimetro J-180,
Jasco, com sistema de controle interno de temperatura Jasco PTC-423S acoplado ao
equipamento, usando uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1,0 cm. A linha de base foi
obtida com acetonitrila, 0 mesmo solvente usado para o preparo das solucdes. O sinal final
obtido para cada amostra trata-se de uma média do registro de dois espectros, com correcao
automatica de linha de base. As condicBes de varredura dos espectros foram: faixa de 400 a

200 nm e velocidade de 200 nm/min de modo continuo.

6.1.12. Ponto de fusdo

Os valores de ponto de fusdo (p.f.) foram obtidos em um aparelho da Fisatom, modelo
431.
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6.1.13. Outros

O crescimento dos micro-organismos e as reagdes de biorreducdo foram realizadas em
agitacdo orbital rotativa utilizando incubadora refrigerada shaker de bancada, modelo CT-
712-RN a 30 °C.

O meio de cultura YMA (extrato de levedura, malte e &gar) foi esterilizado em
autoclave vertical Phoenix (120 °C por 15 minutos) e a levedura Pichia kluyveri foi
manipulada sob condi¢des assépticas em uma capela de fluxo laminar da marca Pachane.

Os tampdes foram preparados utilizando os sais NaH,PO, e K,;HPO, e o pH foi

determinando por meio do pHmetro da marca Gehaka, modelo PG1800.

6.2. Procedimentos Experimentais

6.2.1. Preparacao dos substratos

6.2.1.1. Preparacdo compostos carbonilicos a,B-insaturados 51a, 51c-i (Adaptada de LU;
BOLM, 2008).

o} 0 @

bt H,SO,

+ [ .
Ar” H CH5CO,H Ar/ﬁ)\
49a, 49c-i 51a, 51c-i

Em um baldo de 50 mL, munido de agitacdo magnética e sob atmosfera de N, foram
adicionados &cido acético glacial (10 mL), 2-butanona (50,0 mmol) e o aldeido (25 mmol)
correspondente. Em seguida, sobre essa solucdo em agitacdo, adicionou-se lentamente H,SO4
(2,4 g). A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente por 4 horas. ApOs esse
periodo, adicionou-se agua (50 mL), neutralizou-se com NaOH (25%) e extraiu-se com
acetato de etila (3 X 50 mL). A fase organica foi lavada com solucdo aquosa de NaHCO3 (20
mL), uma solucdo saturada de NaCl (20 mL) e seca com MgSQ, anidro. O solvente foi
removido sob pressdo reduzida e o produtos purificados em coluna cromatogréafica de silica
gel flash com fase mdvel hexano/acetato de etila (descrita para cada produto). Os compostos

carbonilicos o,B-insaturados obtidos foram caracterizados por CG-EM, RMN de 'He *C e a
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confirmacgdo da configuracdo E da ligacdo dupla foi feita por experimentos de NOEDIFF

(anexos).
(E)-4-fenil-3-metil-3-buten-2-ona (51a)

O  Fase movel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de etila

Oy e
O produto foi obtido como um sélido amarelo em 65% de rendimento (2,59

g). p.f. =34-35°C.

CAS: 42968-14-9

RMN de H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,53 (q ap., J = 1,3 Hz, 1H), 7,44-7,33 (m, 5H),
2,48 (s, 3H), 2,07 (d, J = 1,3 Hz, 3H).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 200,3, 139,7, 137,7, 135,8, 129,7, 128,5, 128,4,
25,8, 12,9.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 160 (43, M%), 159 (72), 145 (26), 117 (84), 116 (24),
115 (100), 91 (43), 43 (67).

(E)- 4-(4-clorofenil)-3-metil-3-buten-2-ona (51c)

O  Fase movel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de

mJ\ etila (9:1).
Cl O produto foi obtido como um sélido amarelo claro em 50% de

rendimento (2,41 g). p.f. =49-50 °C.

CAS: 69390-20-1

RMN de *H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7,46 (s, 1H), 7,39 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,35 (d, J =
8,6 Hz, 2H), 2,46 (s, 3H), 2,03 (s, 3H).

RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 199,9, 138,2, 138,1, 134,4, 134,3, 130,9, 128,7,
25,8, 12,9.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 196 (9, M + 2), 194 (24, M"), 193 (23), 181 (10), 179
(30), 159 (65), 151 (34), 116 (74), 115 (100), 89 (15), 75 (11), 63 (14).

(E)- 4-(3-clorofenil)-3-metil-3-buten-2-ona (51d)
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O  Fase movel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de

Cl .
w etila (8:2).
O produto foi obtido como um 6leo alaranjado em 66% de rendimento

(3,19 9).

CAS: 69390-23-4

RMN de ‘H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,44 (sl, 1H), 7,40-7,28 (m, 4H), 2,46 (s, 3H), 2,04
(d, J = 1,5 Hz, 3H).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 199,9, 138,8, 137,8, 1376, 134,4, 129,7, 129,4,
128,5, 127,7, 25,8, 12,9.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 196 (6, M* + 2), 194 (19, M"), 193 (18), 181 (7), 179
(21), 159 (60), 151 (26), 116 (67), 115 (100), 89 (17), 75 (12), 63 (16).

(E)-4-(2-clorofenil)-3-metil-3-buten-2-ona (51e)

Cl O Fase mével: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de etila
(Y e
O produto foi obtido como um 6leo amarelo em 48% de rendimento (2,33
9)-

CAS: 1101197-82-3

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,63 (sl, 1H), 7,46-7,43 (m, 1H), 7,37-7,29 (m, 3H),
2,50 (s, 3H), 1,94 (d, J = 1,5 Hz, 3H).

RMN de **C (100 MHz, CDCI3) § (ppm): 200,1, 139,1, 136,5, 134,2, 133,9, 130,4, 129,6,
129,5, 126,4, 25,8, 12,8.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 196 (0,4, M* + 2), 194 (1, M"), 193 (1), 179 (1), 160
(12), 159 (100), 151 (5), 116 (25), 115 (36), 89 (7), 75 (4), 63 (6).

(E)-3-metil-4-(4-metoxifenil)-3-buten-2-ona (51f)

O Fase movel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de
w etila (7:3).
MeO

O produto foi obtido como um 6leo amarelo em 55% de rendimento
(2,60q9).
CAS: 69390-19-8
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RMN de *H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7,48 (s, 1H), 7,42 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,95 (d, J =
8,9 Hz, 2H), 3,85 (s, 3H), 2,45 (s, 3H), 2,08 (d, J = 1,3 Hz, 3H).

RMN de °C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 200,2, 159,9, 139,6, 135,8, 131,5, 128,4, 113,9,
55,3, 25,7, 12,9.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 190 (44, M"), 189 (30), 176 (6), 175 (51), 159 (42), 147
(60 ), 146 (22), 132 (22), 131 (28), 121 (7), 117 (22), 116 (17), 115 (54), 107 (13), 104 (23),
103 (46), 102 (15), 91 (100), 89 (17), 78 (36), 77 (53), 63 (27), 51 (34).

(E)-4-(4-fluorofenil)-3-metil-3-buten-2-ona (519)

O Fase movel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de etila

Yy oo
F O produto foi obtido como um 6leo marrom em 81% de rendimento

(3,619).

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,48 (sl, 1H), 7,44-7,39 (m, 2H), 7,14-7,08 (m, 2H),
2,46 (s, 3H), 2,04 (d, J = 1,3 Hz, 3H).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 200,1, 162,5 (d, Jc.r = 249,6 Hz), 138,4, 137,5,
131,9 (d, “Jc.r = 3,7 Hz), 131,6 (d, *Jcr = 8,1 Hz), 115,5 (d, 2Jcr = 22 Hz), 25,8, 12,9.
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 178 (43, M"), 177 (48), 163 (49), 135 (100), 133 (67),
115 (59), 109 (36), 83 (16).

IV (KBr) cm™: 2993, 2922, 1666, 1599, 1508, 1438, 1365, 1226, 1162, 832.

EMAR-ESI m/z calculado para C11H1:FO [M + H]™: 179,0867; encontrado 179,0870.

(E)-4-(4-bromofenil)-3-metil-3-buten-2-ona (51h)

O Fase mdvel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de

w etila (8:2).
Br O produto foi obtido como um sélido amarelo em 61% de rendimento

(3,61 g). p.f. = 51-53 °C.

CAS: 1341133-98-9

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,55 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,44 (sl, 1H), 7,29 (d, J=
8,6 Hz, 2H), 2,46 (s, 3H), 2,03 (d, J = 1,3 Hz, 3H).

89



Parte experimental

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 200,0, 138,3, 138,2, 134,7, 131,7, 131,1, 122,7,
25,8, 12,9.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 240 (14, M™ + 2), 239 (14), 238 (14, M"), 237 (13), 197
(8), 195 (8), 159 (66), 116 (100), 115 (67), 89 (12), 63 (11).

IV (KBr) cm™: 2971, 2924, 1658, 1622, 1586, 1489, 1359, 1075, 1004, 814.

EMAR-ESI m/z calculado para C11H1:BrO [M + H]": 239,0066; encontrado 239,0068.

(E)-4-(2-bromofenil)-3-metil-3-buten-2-ona (51i)

Br O  Fase movel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de etila
N (9:2).
O produto foi obtido como um 6leo alaranjado em 48% de rendimento (2,84
9)-
RMN de *H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7,64 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,57 (sl, 1H), 7,37-7,32
(m, 2H), 7,23-7,19 (m, 1H), 2,50 (s, 3H), 1,92 (d, J = 1,0 Hz, 3H).
RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 200,1, 138,9, 138,8, 136,0, 132,7, 130,5, 129,7,
127,1,124,2, 25,9, 12,7.
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 240 (1, M* + 2), 238 (1, M"), 159 (100), 116 (43), 115
(33), 89 (9), 63 (8), 43 (36).
IV (KBr) cm™: 2967, 2922, 1672, 1629, 1471, 1431,1360, 1243, 1022, 1004, 748.
EMAR-ESI m/z calculado para C11H1:BrO [M + H]": 239,0066; encontrado 239,0067.

6.2.1.2. Preparacio compostos carbonilicos o,B-insaturados 51b e 51j (Adaptada de
KAWAI; HAYASHI; TOKITOH, 2001 e LU; BOLM, 2008).

H.k | N\ X
=
~ 49b sto4 51b
CH3C02
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Em um baldo, equipado com condensador de refluxo, sob agitacdo magnética e
atmosfera de N,, foram adicionados &cido acético glacial (36 mL), 2-alquil cetona (50,0
mmol) e o aldeido (25 mmol) correspondente. Em seguida, sobre essa solu¢do em agitacao,
adicionou-se lentamente H,SO, (3,7 g). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo
constante a 50 °C por 24 horas. Ap6s o término da reacdo, adicionou-se agua (50 mL),
neutralizou-se com NaOH (25%) e extraiu-se com acetato de etila. A fase organica foi lavada
com solucéo aquosa de NaHCO3; (20 mL), uma solugéo saturada de NaCl (20 mL) e seca com
MgSO, anidro. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e os produtos foram
purificados em coluna cromatografica com silica gel flash e silica classica usando como
eluente hexano/acetato de etila (descrito para cada produto). Os compostos carbonilicos a.,3-
insaturados foram caracterizados por CG-EM, RMN de 'H e '*C e a confirmacdo da

configuracéo E da ligacdo dupla foi feita por experimentos de NOEDIFF (anexos).
(E)-3-metil-4-(2-piridil)-3-buten-2-ona (51b)

O Fase movel: gradiente a partir de hexano/acetato de etila (9:1) até

N .
| N hexano/acetato de etila (6:4).

= O produto foi obtido como um sélido amarelo claro em 62% de rendimento
(2,49 g). p.f. = 40-42 °C.

CAS: 169477-90-1

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,71-8,69 (m, 1H), 7,77 (td, J = 7,8 Hz, J= 1,8 Hz,
1H), 7,53 (q ap., J = 1,3 Hz, 1H), 7,47 (dI, J = 7,8 Hz, 1H), 7,26 (ddd, J =7,6 Hz, J=4,8 Hz,
J=1,1Hz, 1H), 2,49 (s, 3H), 2,20 (d, J = 1,3 Hz, 3H).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 200,6, 154,7, 149,2, 140,7, 137,4, 136,7, 125,6,
122,8, 26,0, 12,9.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 161 (27, M™), 146 (3), 118 (100), 117 (55), 91 (24), 78
(12).

(E)-3-¢etil-4-fenil-3-buten-2-ona (51j)
O Fase movel: gradiente a partir de hexano puro até hexano/acetato de etila

O produto foi obtido como um 6éleo alaranjado em 62% de rendimento
(2,69 g).
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CAS: 69390-24-5

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,48 (s, 1H), 7,43-7,34 (m, 5H), 2,54 (g, J = 7,3 Hz,
2H), 2,46 (s, 3H), 1,12 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 200,1, 144,0, 139,4, 135,7, 129,2, 128,5, 26,1,
19,6, 13,8.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 174 (68, M"), 173 (80), 159 (53), 131 (93), 116 (36),
115 (49), 91 (100), 77 (23), 51 (21).

6.2.1.3. Preparacao da olefina ativada 51k (Adaptada de LI; QUAN; ANDERSSON, 2012)

0 o)
X OH + EtoH H2S04 X OOEt
24h 94%

49k 52  refluxo 51k

Em um bal&o de 100 mL, equipado com condensador de refluxo, sob atmosfera de N,
e agitacdo magnética, foram adicionados acido o-metil cinamico (30 mmol) comercial e
etanol (50 mL), seguida pela adi¢do de H,SO,4 (0,8 mL). A mistura foi aquecida sob refluxo e
mantida em agitacdo por 24 horas. Depois de resfriada, adicionou-se agua gelada (50 mL),
neutralizou-se com solucéo saturada de NaHCOj3 e extraiu-se com acetato de etila (3 x 100
mL) e uma solucdo saturada de NaCl. A fase orgéanica foi seca com MgSQO, anidro. O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. Posteriormente, o éster a,B- insaturado foi
caracterizado por CG-EM, RMN de 'H e **C e a confirmacéo da configuracdo E da ligacio

dupla foi feita por experimentos de NOEDIFF (anexos).
(E)-3-fenil-2-metil acrilato de etila (51k)

O O produto foi obtido como um Oleo amarelo claro em 94% de

WOH rendimento (5,35 g).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,70 (q ap., J = 1,5 Hz, 1H),

7,41-7,31 (m, 5H), 4,29 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,13 (d, J = 1,5 Hz, 3H), 1,36 (t, J = 7,2 Hz, 3H).
CAS: 7042-33-3
RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 168,7, 138,6, 135,9, 129,6, 128,6, 128,3, 128,2,
60,8, 14,3, 14.0.
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CG-EM m/z (abundancia relativa %): 190 (45, M"), 161 (18), 145 (54), 144 (25), 117 (90),
116 (80), 115 (100), 91 (38).

6.2.2. Preparacéo dos padrdes racémicos

6.2.2.1. Procedimento geral para hidrogenacéo catalitica (Adaptada de CLOSOSKI et al.,
2007)
o) 0

Pd/C, 1 atm H, "
AN >
AcOEt

51a-k rac-53a-k

Em um baldo de 25 mL, os compostos carbonilicos a,pB-insaturados 51a-k (0,2 mmoL)
foram solubilizados em acetato de etila (10 mL) e adicionou-se Pd/C (10%) (10 mg). A reagéo
foi mantida sob 1 atm de H; e a temperatura ambiente por 24-48 horas. Ao final da reacdo, a
mistura foi filtrada com celite e silica gel flash utilizando acetato de etila como solvente. Este
foi evaporado sob presséo reduzida e os produtos foram analisados e caracterizados por CG-
EM e CG-FID-quiral.

6.2.2.2. Procedimento para reducéo do composto rac-53a com NaBH,

OH OH

©/Y\ . ©/\rk
7 (2R,3S)-54a (2S,3S)-54a

* NaBH,
_—
metanol oH oH
rac-53a
z + H
(2S,3R)-54a (2R,3R)-54a

Em um baldo volumétrico de 50 mL, munido de agitacdo magnética e sob atmosfera de
Ny, os composto rac-53a (1 mmol) foram solubilizados em metanol (25 mL) e adicionou-se
NaBH, (3 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionou-se dgua (25 mL), a reacdo foi extraida com acetato de etila (3 x 50
mL) e a fase organica foi seca com MgSO, anidro. O solvente foi removido sob presséao

reduzida e os produtos foram analisados e caracterizados por CG-EM e CG-FID-quiral.
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A proporgéo da conversdo estimada pelo CG-FID-quiral foi de 56% do isdmero syn-
54a (30% ee (2S, 3S)-54a, preferencialmente) e 44% do anti-54a (7% ee, (2R, 3S)-54a,

preferencialmente).

6.2.3. Reag¢Oes com 0S micro-organismos

6.2.3.1. Condigdes gerais para otimizagdo dos parametros reacionais

Em erlenmeyers de 250 mL, contendo a levedura S. cerevisiae (1 g), foi adicionado de
25 (sistema bifasico) a 50 mL de agua (aquoso) ou tampao previamente aquecidos a 40-42°C.
Nos meios reacionais na presenca de aditivos foram adicionados glicose (1 g) ou o0s
catalisadores de transferéncia de fase, brometo de etil hexadecil dimetilaménio (1,4 g) e
brometo de N-cetil N,N,N-trimetil aménio (1,2 g). O meio recém preparado foi pré-incubado
com agitacdo rotativa de 130 rpm, a 30 °C por 60 minutos. Decorrido esse tempo, o substrato
(0,4 mmol), dissolvido em etanol (1 mL) ou em solvente orgénico (25 mL) (sistema bifasico)
ou adsorvido em determinada quantidade de resina Amberlite XAD-7 (0,25 9,0,59,1ge 2
g), foi adicionado ao meio reacional pré-incubado. A reacédo foi mantida nas condicdes da pré-
incubagdo por um periodo de 24 horas e o acompanhamento foi feito por meio da retirada de
aliquotas periodicas, seguidas de extracdo e andlise em CG-EM para determinacdo da

conversao e em GC-FID-quiral para o calculo dos excessos enantioméricos.

6.2.3.2. Protocolo geral para o cultivo, crescimento e biorreducéo com a levedura Pichia

Kluyveri

O meio nutriente e de manuten¢do do micro-organismo YMA (yeast, malt, agar) foi
preparado com extrato de levedura (3 g/L), extrato de malte (3 g/L), peptona (5 g/L), glicose
(10 g/L), agar bacteriologico (20 g/L) e agua destilada (1 L). Os meios preparados foram
autoclavados (15 minutos, 121 °C) e colocados em placas de Petri. Apds o esfriamento e
endurecimento do meio, os microrganismos foram semeados com o auxilio de uma al¢a de
platina através da técnica de semeadura de esgotamento por estrias. Esse procedimento foi
feito em meio estéril (fluxo laminar). As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 24
horas e depois foram armazenadas em geladeira.

Posteriormente, preparou-se 1 L do meio YM, o qual foi esterilizado em autoclave por

15 minutos a 121 °C. O mesmo foi resfriado a temperatura ambiente e em seguida com uma
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alca de platina, uma pequena porcao de células foi retirada de uma placa de petri e semeada
neste meio. Na sequéncia, esse meio foi mantido em agitacéo rotativa por 24 horas (180 rpm,
30 °C). Esse procedimento ocorreu sob condicfes assépticas e gerou o caldo fermentativo
(suspenséo celular).

Decorrido esse periodo, em erlenmeyers de volume adequado, o substrato 51a (0,4
mmol) dissolvido em 1 mL de etanol foi adicionado em diferentes quantidades (50, 100 ou
200 mL) desse caldo fermentativo como também em 2 ou 3 g de célula Umida, obtida apds
centrifugacdo (5000 rpm, 5 min, 15 °C) desse caldo e suspensas em agua (50 mL). A mistura
foi incubada por 24 horas a 130 rpm e 30 °C. A reacdo foi acompanhada por meio da retirada
de aliquotas periddicas seguidas de extracdo e analise. Ao final desse periodo, a mistura foi
filtrada e o filtrado foi extraido com acetato de etila. O solvente foi removido sob pressao
reduzida. As andlises para determinacdo da conversdo foram feitas por CG-EM e 0 excesso
enantiomérico foi calculado por CG-FID-quiral.

6.2.3.3. Biorreducdo com LSC-11 e resina Amberlite XAD-7

Em erlenmeyers de 250 mL, adicionou-se LSC-II (1g) e agua (50 mL) previamente
aquecidos a 40 - 42°C. O meio recém preparado foi entdo pré-incubado para ativagdo em um
agitador orbital a 130 rpm e 30 °C por 60 minutos. Paralelamente, em um baldo de 100 mL,
adicionou-se a resina XAD-7 (0,5 g) e o substrato 51a-k (0,4 mmol) solubilizado em acetona
(2 mL). O solvente foi removido sob pressdo reduzida, obtendo-se o substrato adsorvido.
Apos o tempo de ativacdo da levedura, o substrato adsorvido na resina foi adicionado ao meio
biocatalitico. Apos 3 dias de reacdo, adicionou-se mais LSC-1l (1g) para os substratos 51i e
51j. A reacdo foi mantida nas condigcdes de pré-incubacdo por um periodo de 8 a 168 horas,
conforme a necessidade de cada substrato para sua conversao total. Apos o tempo adequado, a
resina foi filtrada e lavada com acetato de etila. O filtrado também foi extraido com acetato de
etila (3 x 50 mL). Os extratos organicos foram combinados e secos com MgSO, anidro. O
solvente foi evaporado em rotaevaporador e 0s produtos purificados em coluna
cromatografica com silica gel flash, silica classica e placa preparativa usando como eluente
hexano/acetato de etila (descrito para cada produto). Os compostos opticamente ativos obtidos
foram analisados e caracterizados por CG-EM e RMN de 'H e C e os excessos
enantioméricos foram determinados por CG-FID-quiral. Com a finalidade de obtencdo de

uma maior quantidade de massa, essas reag0es foram feitas em duplicata.
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(S)-4-fenil-3-metil-2-butanona (53a)

Coluna flash; fase movel: gradiente a partir de hexano puro até

0
hexano/acetato de etila (9:1).
O produto foi obtido como um éleo amarelo claro em 42% de rendimento

(54,5 mg). CG-FID-quiral - Método 5: [tr: 56 min (R-53a) e 57,7 min (S-53a)], 81%
ee, [a]3*= +33,7 (c 1, CHCL); lit. (LU; BOLM, 2008) [a]33= +40,7 (c 0,9, CHCl3, 98% eg)
(S-isbmero).

CAS: 21869-55-6

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,31-7,15 (m, 5H), 3,00 (dd, J = 13,5 Hz, J = 6,8
Hz, 1H), 2,89-2,80 (m, 1H), 2,58 (dd, J = 13,5 Hz, J= 7,6 Hz, 1H), 2,10 (s, 3H), 1,10 (d, J =
7,1 Hz, 3H).

RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 212,2, 139,6, 128,9, 128,4, 126,2, 48,8, 38,9, 28,9,
16,2.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 162 (18, M"), 147 (18), 119 (12), 91 (100), 43 (62).

(S)-3-metil-4-(2-piridil)-2-butanona (53b)

O  Coluna flash, fase mével: gradiente a partir de hexano/ acetato de etila (6:5)

| NS até hexano/acetato de etila (2:3).

= O produto foi obtido como 6leo marrom em 57% de rendimento (73,9 mg).
CG-FID-quiral - Método 5: [tr: 63,4 min (R-53b) e 64,4 min (S-53b)] 81% ee, [a]3°= +12,9
(c 1, CHCL); lit. (KAWAI; HAYASHI; TOKITOH, 2001) [a]3°= +6,5 (¢ 1,77, EtOH, 49%
ee) (S-isbmero).

CAS: 183003-16-9

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,52-8,51 (m, 1H), 7,58 (td, J = 7,8 Hz, 1,8 Hz,
1H), 7,10-7,15 (m, 2H), 3,14-3,24 (m, 2H), 2,78-2,71 (m, 1H), 2,17 (s, 3H), 1,12 (d, J =7,1
Hz, 3H).

RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 212,1, 159,5, 149,2, 136,3, 123,8, 121,3, 46,6,
40,7, 28,7, 16,4.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 163 (0,3, M"), 148 (30), 120 (100), 93 (45), 92 (28), 79
(13), 78 (15), 43 (34).
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(S)-4-(4-clorofenil)-3-metil-2-butanona (53c)

O Coluna flash, fase moével: gradiente a partir de hexano puro até
hexano/acetato de etila (9:1).

cl O produto foi obtido como um déleo amarelo claro em 55% de
rendimento (86 mg). CG-FID-quiral - Método 5: [tr: 95 min (R-53c) e 95,6 min (S-53c)],
89% ee, [a]%3= +25,1 (c 1, CHCL); lit. (LU; BOLM, 2008) [a]33= +27,7 (c 0,94, CHCl,,
99% ee) (S-isbmero).
CAS: 1101197-89-0
RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,24 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,08 (d, J = 8,3 Hz, 2H),
2,97 (dd, J = 13,6 Hz, J= 7,1 Hz, 1H), 2,84-2,75 (m, 1H), 2,53 (dd, J = 13,6 Hz, J = 7,3 Hz,
1H), 2,09 (s, 3H), 1,09 (d, J = 7,1 Hz, 3H).
RMN de *3C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 211,7, 138,1, 132,0, 130,3, 128,5, 48,7, 38,1, 28,9,
16,3.
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 198 (4, M" + 2), 196 (12, M"), 181 (14), 153 (10), 127
(35), 125 (100), 117 (11), 115 (18), 91 (10), 89 (31), 63 (19).

(S)-4-(3-clorofenil)-3-metil-2-butanona (53d)

O  Coluna flash, fase movel: gradiente a partir de hexano puro até
cl hexano/acetato de etila (9:1).
O produto foi obtido como um dleo incolor em 54% de rendimento
(84,5 mg). CG-FID-quiral - Método 5: [tg: 90,3 min (R-53d) e 90,9 min (S-53d)], 93%
ee, [a]33= +20,2 (c 1, CHCL); lit. (LU; BOLM, 2008) [a]3'= +22,6 (c 0,9, CHCls, 98% ee)
(S-isbmero).
CAS:183003-14-7
RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,23-7,15 (m, 3H), 7,05-7,02 (m, 1H), 2,99 (dd, J =
13,6 Hz, J=6,8 Hz, 1H), 2,86-2,77 (m, 1H), 2,52 (dd, J = 13,6 Hz, J= 7,6 Hz, 1H), 2,11 (s,
3H), 1,10 (d, J = 7,1 Hz, 3H).
RMN de *C (100 MHz, CDCl) & (ppm): 211,5, 141,8, 134,1, 129,6, 128,9, 127,2, 126,4,
48,5, 38,3, 28,8, 16,3.
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 198 (10, M* + 2), 196 (30, M™), 181 (22), 153 (19), 127
(34), 125 (100), 117 (14), 115 (21), 91 (12), 89 (29), 63 (15).
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(S)-4-(2-clorofenil)-3-metil-2-butanona (53e)

Cl O Coluna flash, fase movel: gradiente a partir de hexano puro até

hexano/acetato de etila (9:1).

O produto foi obtido como um éleo amarelo em 52% de rendimento (81
mg). CG-FID-quiral - Método 5: [tr: 78,7 min (R-53¢) e 79,6 min (S-53e)], 96% ee, [a]33=
+46,0 (c 1, CHCly); lit. (LU; BOLM, 2008) [a]3'= +44,9 (c 1,1, CHCI;, 98% ee) (S-isdmero).
CAS: 1101197-87-8
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,37-7,33 (m, 1H), 7,19-7,14 (m, 3H), 3,13 (dd, J =
13,6 Hz, J= 6,4 Hz, 1H), 3,02-2,93 (m, 1H), 2,65 (dd, J = 13,6 Hz, J = 7,8 Hz, 1H), 2,13 (s,
3H), 1,10 (d, J = 7,0 Hz, 3H).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 211,9, 137,3, 134,0, 131,5, 129,6, 127,8, 126,7,
46,5, 36,5, 28,9, 16,0.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 198 (0,4, M" + 2), 196 (1, M"), 181 (12), 161 (74), 153
(8), 127 (35), 125 (100), 117 (13), 115 (23), 91 (13), 89 (20), 63 (12).

(S)-3-metil-4-(4-metoxifenil)-2-butanona (53f)

O Coluna flash, fase mdvel: gradiente a partir de hexano puro até

M hexano/acetato de etila (9:1).
MeO O produto foi obtido como um Oleo alaranjado em 54% de
rendimento (83 mg). CG-FID-quiral - Método 7: [tr: 107,6 min (R-53f) e 108,3 min (S-
53f)], 76% ee, [a]3*= +30,4 (c 1, CHCL); lit. (LU; BOLM, 2008) [a]43= +42,1 (c 1,1,
CHCl3, 98% ee) (S-isdmero).
CAS: 169477-94-5
RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,07 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,8 Hz, 2H),
3,78 (s, 3H), 2,93 (dd, J = 13,6 Hz, J= 6,8 Hz, 1H), 2,83-2,75 (m, 1H), 2,52 (dd, J = 13,6 Hz,
J=17,6 Hz, 1H), 2,08 (s, 3H), 1,08 (d, J = 6,8 Hz, 3H).
RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 212,4, 157,9, 131,6, 129,8, 113,7, 55,2, 48,9, 38,0,
28,9, 16,1.
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 192 (10, M¥), 121 (100), 91 (8), 77 (10).
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(S)-4-(4-fluorofenil)-3-metil-2-butanona (53g)

o Coluna flash, fase movel: gradiente a partir de hexano puro até

/@/\‘)J\ hexano/acetato de etila (9:1).
= O produto foi obtido como um éleo amarelo em 39% de rendimento (56

mg). CG-FID-quiral - Método 6: [tr: 32,6 min (R-53g) e 33 min (S-53g)], 85% ee, [a]33=
+24,1 (c 1, CHCI3) (S-isbmero).

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,13-7,10 (m, 2H), 7,0-6,94 (m, 2H), 2,97 (dd, J =
13,6 Hz, J = 6,8 Hz, 1H), 2,85-2,76 (m, 1H), 2,55 (dd, J = 13,6 Hz, J = 7,6 Hz, 1H), 2,10 (s,
3H), 1,10 (d, J = Hz, 3H).

RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 211,9, 135,3 (d, “Jc.r = 2,9 Hz), 130,3 (d, 3Jcr =
7,3 Hz), 115,2 (d, 2c.r = 21,2 Hz), 48,9, 37,9, 28,9, 16,3.

CG-EM m/z (abundancia relativa %): 180 (16, M"), 165 (19), 137 (11), 109 (100), 83 (12).
IV (KBr) cm™: 2916, 2846, 1714, 1601, 1508, 1456, 1359, 1224, 1163, 823.

EMAR-ESI m/z calculado para C;1H13FO [M + H]™: 181,1023; encontrado 181,1026.

(S)-4-(4-bromofenil)-3-metil-2-butanona (53h)

O  Coluna flash, fase movel: gradiente a partir de hexano puro até
hexano/acetato de etila (9:1).

Br O produto foi obtido como um 06leo amarelo em 67% de rendimento
(128,1 mg). CG-FID-quiral - Método 7: [tr: 116 min (R-53h) e 116,6 min (S-53h)], 83%
ee, [a]33= +16,7 (c 1, CHCI;) (S-isdmero).
RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,40 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,03 (d, J = 8,3 Hz, 2H),
2,95 (dd, J = 13,6 Hz, J= 7,10 Hz, 1H), 2,84-2,75 (m, 1H), 2,52 (dd, J = 13,6 Hz, J= 7,6 Hz,
1H), 2,09 (s, 3H), 1,09 (d, J = 7,1 Hz, 3H).
RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 211,6, 138,7, 131,5, 130,7, 120,1, 48,6, 38,1, 28,9,
16,3.
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 242 (30, M* + 2), 240 (31, M"), 227 (29), 225 (29), 199
(14), 197 (15), 171 (97), 169 (100), 91 (25), 90 (50), 89 (42), 77 (20), 63 (25).
IV (KBr) cm™: 2968, 2930, 1709, 1490, 1460, 1357, 1072, 1012, 798.
EMAR-ESI m/z calculado para C11H13BrO [M + H]": 241,0222; encontrado 241,0221.
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(S)-4-(2-bromofenil)-3-metil-2-butanona (53i)

Br O  Coluna flash, fase movel: gradiente a partir de hexano puro até
hexano/acetato de etila (9:1).
O produto foi obtido como um 6leo amarelo claro em 57% de rendimento
(109,5 mg). CG-FID-quiral - Método 7: [tr: 54,7 min (R-53i) e 55,2 min (S-53i)], 92%
ee, [a]3’=+35,4 (c 1, CHCl;) (S-isdmero).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,54 (dd, J = 8,0 Hz, J= 1,2 Hz, 1H), 7,24-7,17 (m,
2H), 7,10-7,06 (m, 1H), 3,14 (dd, J= 13,4 Hz, J= 6,6 Hz, 1H), 3,04-2,95 (m, 1H), 2,65 (dd, J
=13,4 Hz, J=7,6 Hz, 1H), 2,13 (s, 3H), 1,10 (d, J = 7,10 Hz, 3H).
RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 211,8, 138,9, 132,9, 131,6, 128,0, 127,3, 124,5,
46,5, 38,9, 28,9, 16,0.
CG-EM m/z (abundéncia relativa %): 171 (26), 169 (27), 161 (60), 119 (20), 115 (19),
91(16), 90 (13), 89 (14), 43 (100).
IV (KBr) cm™: 2971, 2930, 1712, 1470, 1438, 1359, 1160, 1022, 750.
EMAR-ESI m/z calculado para C11H13BrO [M + Na]": 263,0041; encontrado 263,0041.

(S)-3-benzil-2-pentanona (53j)

O  Coluna classica, fase movel: gradiente a partir de hexano puro até

hexano/acetato de etila (9:1).

O produto foi obtido como um 6leo amarelo claro em 20% de rendimento
(27,7 mg). CG-FID-quiral - Método 5: [tg: 65,2 min (R-53j) e 65,8 min (S-53j)], 98%
ee, [a]3°= +26,4 (c 0,7 CHCly); lit. (LU; BOLM, 2008) [a]33= +35,8 (c 0,9, CHCl3, 98% ee)
(S-isbmero).
CAS: 183003-17-0
RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,29-7,14 (m, 5H), 2,88 (dd, J = 129 Hz, J = 7,8
Hz, 1H), 2,79-2,72 (m, 1H), 2,68 (dd, J = 12,9 Hz, J = 6,3 Hz, 1H) 2,01 (s, 3H), 1,69-1,62 (m,
1H), 1,58-1,47 (m, 1H), 0,89 (t, J = 7,4 Hz, 3H).
RMN de **C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 221,5, 139,7, 128,8, 128,4, 126,2, 56,1, 37,4, 30,2,
24,5, 11,6.
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 176 (6, M"), 147 (71), 129 (9), 117 (8), 91 (100), 65
(17), 43 (54).
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6.2.4. Teste de dessorcao e adsorcao (adaptada de YANG; YAO; GUAN, 2005)

Para o teste de dessorcdo, adicionou-se a resina XAD-7 (0,5 g) e o substrato 51a (0,4
mmol) solubilizado em acetona (1,5 mL) em um baldo de 100 mL. Removeu-se o0 solvente
sob presséo reduzida, obtendo-se o substrato adsorvido. Posteriormente, em um erlenmeyer de
250 mL, contendo agua (50 mL), adicionou-se o0 substrato adsorvido e a mistura foi mantida
sob agitacdo a 130 rpm e 30 °C por 3 horas. Apds esse periodo, a resina foi filtrada e lavada
com acetato de etila. A fase aquosa tambem foi extraida com acetato de etila (3 x 50 mL). Os
extratos organicos foram secos separadamente com MgSQO, anidro e o solvente foi evaporado.
Por fim, pesou-se as amostras e a propor¢do do substrato 51a liberado pela resina na fase
aquosa foi calculado através da razdo da quantidade do composto 51a na fase aquosa e o total
adicionado do 51a. Obteve-se um valor de 9 % de dessorcao.

Para o teste de adsor¢do, o composto rac-53a (0,4 mmol), solubilizado em 1 mL de
etanol, foi adicionado em um erlenmeyer de 250 mL contendo agua (50 mL) e resina XAD-7
(0,5 g). A reacdo foi agitada por 18 horas a 130 rpm e 30 °C. Posteriormente, a resina foi
filtrada e lavada com acetato de etila e a fase aquosa também foi extraida com acetato de etila
(3 x50 mL). As fases organicas foram secas separadamente com MgSQO, anidro e o solvente
foi evaporado. A taxa de adsorcdo do produto foi calculada pesando-se a massa do composto
rac-53a encontrada na resina e a quantidade total adicionada no sistema. O resultado foi 93 %

de adsorcéo do produto da fase aquosa para a resina.

6.2.5. Preparacdo da muguesia

o (@] (:)H OH
LSC-lI NaBH, :
X E— _— +
metanol
51a (S)-53a (2R,35)-54a (28,3S)-54a

Em um baldo volumétrico de 50 mL, munido de agitacdo magnética e sob atmosfera de
Ny, 0s composto (S)-53a (0,8 mmol) foram solubilizados em metanol (20 mL) e adicionou-se
NaBH, (2,4 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionou-se dgua (25 mL), a reacdo foi extraida com acetato de etila (3 x 50
mL) e a fase organica foi seca com MgSO, anidro. O solvente foi removido sob presséo

reduzida e os produtos foram purificados em CCDP usando como eluente hexano/acetato de
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etila (8:2). Os diastereoisdmeros obtidos foram analisados e caracterizados por CG-EM e
RMN de *H e *3C e a proporcdo diastereoisomérica foi determinada por CG-FID-quiral.

O produto foi obtido como um 6éleo amarelo claro em 19 % de rendimento global (24,4
mg). CG-FID-quiral - Método 5: (tr: 76 min (syn-54a) e 78,7 e 79,2 min (anti-54a).

A proporgéo da conversdo estimada pelo CG-FID-quiral foi de 60,5 % do isdmero syn-
54a e 39,5 % do anti-54a (76% ee, (2R, 3S)-54a, preferencialmente).
CAS (2R, 3S)-54a: 67180-09-0
CAS (2S, 3S)-54a: 67180-08-9
CAS (2S, 3R)-54a: 848413-13-8
CAS (2R, 3R)-54a: 848413-12-7
RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,30-7,26 (m, 2H), 7,21-7,17 (m, 3H), 3,80-3,64 (m,
1H), 2,90-2,80 (m, 1H), 2,43-2,31 (m, 1H), 1,86-1,73 (m, 1H), 1,21 (d, J = 6,3 Hz, 3H)
[isémero, 1,20 (d, J = 6,6 Hz, 3H)], 0,86 (d, J = 6,8 Hz, 3H) [isémero, 0,83 (d, J = 6,8 Hz,
3H)].
RMN de *C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 141,1 (isémero, 140,9), 129,1, 128,2, 125,8, 71,4
(isbmero, 70,3), 42,2 (isdbmero, 41,7), 39,3 (isbmero, 39,1), 20,5 (isbmero, 19,7), 14,6
(isbmero, 13,5).
CG-EM m/z (abundancia relativa %): 164 (3, M), 146 (26), 131 (51), 92 (26), 91 (100), 78
(26), 65 (16), 45 (30).
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7.1. Espectros de RMN de 'H, **C e DEPT-135
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7.2. Espectros de diferenga de NOE
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