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

16



Introducéo

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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4. Conclusoes
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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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