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RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo de duas classes de reacfes de amplo uso na sintese de moléculas
organicas atraves de formacao de liga¢bes carbono-carbono, a adi¢éo alddlica e a adicdo de Michael. O
estudo das reacOes catalisadas por lipases foi dividido em dois capitulos. No Capitulo 1 foi realizado
um estudo comparativo da adicdo aldélica entre a cicloexanona (CHX) e o 4-cianobenzaldeido (4-CNB)
catalisada pelas lipases de Pancreas de Porco tipo 1l (PPL-I1) e a lipase de Rhizopus niveus (LRN). A
catalise pela PPL-II destacou-se pelo rendimento e seletividade do produto alddlico anti em 72 h de
reacdo (74%, 81:19 anti:syn, eeani = 74 % e eesyn = 48%) frente a catélise pela LRN que forneceu os
aldois em menores rendimentos e seletividades (40%, 73:23 anti:syn, eeani = 52 % e eesyn = 15%). No
Capitulo 2 foi abordada a adicdo de Michael (adi¢do conjugada-1,2) de enolatos de B-dicetonas ciclicas
a aldeidos a,f-insaturados, catalisada pelas lipases PPL-I1 e de Pseudomonas fluorescens (LPF) para a
sintese de 2H-cromenonas, compostos presentes em produtos naturais e destacados pelas suas
propriedades bioldgicas e aplicacfes em materiais fotoativos. A reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona la
e o crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-1I forneceu as 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a. Seguidamente foi
realizado um planejamento fatorial completo 2* variando a massa de PPL-II, os equivalentes molares
dos reagentes 1a e 2a, o porcentual de 4gua e a temperatura. Foram escolhidas as variaveis massa de
PPL-II e a temperatura para um ajuste fino aplicando o planejamento de composto central 22 para
encontrar a condicdo que levasse ao melhor rendimento da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a. A melhor
condicdo encontrada por esta metodologia (20 mg/0,1 mmol da 1,3-cicloexanodiona 1a e 50 °C) foi
utilizada na ampliagdo do escopo da reagdo com outros aldeidos a,B-insaturados 2a-e que forneceram
as 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-e em rendimentos entre 8-22% favorecendo os diastereoisdmeros anti,
porém, sem enantiosseletividades. A catélise da reacéo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido
2a pela LPF forneceu a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (93%), mesmo com a enzima inativada pela
temperatura (>90 °C), constatando que a enzima realizou uma catélise proteica inespecifica. Portanto, a
LPF apresentou uma excelente alternativa para a sintese de 2-hidroxi-2H-cromenonas. Assim, 0 escopo
da reagdo foi ampliado variando-se os aldeidos a.B-insaturados 2a-c e as B-dicetonas ciclicas la-d
fornecendo rendimentos entre 37- 93% para as 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-c e 4e-h, porém sem
enantiosseletividades. Adicionalmente, foi realizada a reacdo de biotransformagdo da xxx-2H-
cromenona 4a por células totais de fungos de ambiente marinho (Mucor racemosus CBMAI 847,
Aspergillus sydowii CBMAI 934, Aspergillus sydowii CBMAI 935, Penicillium citrinum CBMAI 1185,
Penicillium citrinum CBMAI 1186 e Cladosporium sp. CBMAI 1237), resultando no produto 6 a partir
da reducdo da ligacdo dupla conjugada com conversdes entre 73-99% via catalise promovida por ene-
redutases. Conclui-se que este trabalho demonstrou a importancia do uso de enzimas promiscuas em

sintese organica na formacao da ligacdo carbono-carbono como uma eficiente metodologia biocatalitica.
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ABSTRACT

Herein, we present the study of two types of reactions commonly used in the synthesis of organic
compounds to form carbon-carbon bonds, i.e., aldol addition and Michael addition, which were divided
in two chapters. Chapter 1 shows a comparative study of aldol addition reaction using cyclohexanone
(CHX) and 4-cyanobenzaldehyde (4-CNB) catalyzed by the Porcine Pancreatic Lipase type Il (PPL-II)
and Rhizopus niveus Lipase (LRN). The catalysis by PPL-II afforded better yield and selectivity of aldol
anti-product in 72 h of reaction (74%, 81:19 anti:syn, eeai = 74% and eesyn = 48%) and, the LRN
resulted in lower yields and selectivities for aldol products (40%, 81:19 anti:syn, eeani = 52% and eesyn
= 15%). Chapter 2 presents the Michael addition (1,2-conjugated addition) of cyclic B-diketone enolates
to o,fB-unsaturated aldehydes catalyzed by PPL-Il and Pseudomonas fluorescens Lipase (LPF) in the
synthesis of 2H-chromenones. These compounds are widely found in nature and are well-known for
their biological properties and applications in photoactive materials. The reaction using 1,3-
cyclohexanedione 1a and crotonaldehyde 2a catalyzed by PPL-1I provided 2H-chromenones 3a, 4a and
5a. In addition, it was performed a complete factorial design 24 in which the mass of PPL-II, the molar
equivalents of 1a and 2a, the percentage of water and the temperature were evaluated. The mass of PPL-
Il and temperature were selected for a fine adjustment applying Central Composite Design 22 to obtain
the better yield of 2-hydroxy-2H-chromenone 4a. The best condition found using this methodology (20
mg / 0.1 mmol of 1,3-cyclohexanedione 1a and 50 ° C) was applied to other a,B-unsaturated aldehydes
2a-e, resulting in the 2-hydroxy-2H-chromones 4a-e with yields 8 -22% favoring the anti-
diastereoisomers, and did not show enantioselectivity. The catalysis of the reaction using 1,3-
cyclohexanedione l1a and crotonaldehyde 2a by LPF provided 2-hydroxy-2H-chromenone 4a (93%).
Similar yield of 4a was obtained when the enzyme was denatured (> 90 °C), showing that LPF
performed a nonspecific protein catalysis. The catalysis by LPF presented an excellent alternative for
the synthesis of 2H-chromenones like 4a and, the reaction scope was expanded using a,f-unsaturated
aldehydes 2a-c and the cyclic B-diketones la-d, affording 2-hydroxy-2H-chromenones 4a-c and 4e-h
with yields 37-93%, and did not show enantioselectivities. In addition, the biotransformation reaction
of 2-hydroxy-2H-cromenone 4a was carried out by cells of marine derived-fungi (Mucor racemosus
CBMAI 847, Aspergillus sydowii CBMAI 934, Aspergillus sydowii CBMAI 935, Penicillium citrinum
CBMAI 1185, Penicillium citrinum CBMAI 1186 and Cladosporium sp. CBMAI 1237), resulting in the
product 6 with conversions ranging between 73 and 99% by ene-reductases. As a conclusion, this work
demonstrated the importance of using promiscuous enzymes in organic synthesis in the carbon-carbon

bond formation as an efficient biocatalytic methodology.
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RESUMO

Capitulo 1 apresenta um estudo detalhado da adi¢éo alddlica entre a cicloexanona (CHX) e o
4-cianobenzaldeido catalisada pelas lipases de Pancreas de Porco tipo Il (PPL-I1) e de Rhizopus
niveus (LRN). Foi realizada uma comparacdo entre as lipases em relagédo aos rendimentos,
seletividades diastereoisoméricas e enantioméricas dos produtos aldélicos sobre condicGes
reacionais similares (solvente, temperatura e concentracdo dos reagentes). A reacao catalisada
pela PPL-Il em 72 h destacou-se pelo rendimento (74%, anti+syn) e diastereosseletividades
entre os produtos alddis anti (CHX-anti) e syn (CHX-syn) de 81:19 e excessos enantioméricos
(eeanti = 74%, eesyn = 48%). Enquanto a reacéo catalisada pela LRN forneceu um rendimento de
40% (anti+syn), diastereosseletividades de 73:27 (anti:syn) e enantiosseletividades (eeanti =
52%, eesyn = 15%). A catalise promovida pelas lipases foi confirmada quando a reacéo foi
realizada na auséncia das enzimas, pois foi obtido um baixo rendimento do diastereoisdmero
CHX-syn (0,7%). Para constatar o grau de pureza da amostra comercial das enzimas PPL-Il e
LRN foi realizado a andlise por eletroforese unidimensional de gel de poliacrilamida de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Algumas impurezas foram constatadas, as quais poderiam ser
quimiotripsinas, carboxipeptidases, peptideos ou produtos de protedlise. Nesse sentido, 0s
rendimentos e as seletividades apresentadas para os produtos aldélicos referem-se a catalise
promovida pelas enzimas PPL-Il e LRN e talvez também pelo extrato comercial total que
poderiam estar influenciando na reacdo, bem como, promovendo uma reacdo retroalddlica.
Finalmente, foi apresentado um estudo da atividade enzimética com a enzima PPL-11 obtida do
meio reacional, que demonstrou perder parcialmente a sua atividade ao longo da reagdo. Porém,
em 72 horas continuou apresentando 16% atividade catalitica inicial (1.8x10 mmol.min™t.mg"
1 em tampéo fosfato, pH 7,0) em comparagdo as condi¢Ges ndo desnaturantes. Este estudo
permitiu corroborar para a atividade ald6lica promiscua das enzimas PPL-1l e LRN
provenientes de amostras comerciais. A PPL-II poderd ser utilizada como reagente
biodegradavel frente a reacéo alddlica, pois apresentou bons resultados na formacéo da ligacéo

carbono-carbono em condic¢des brandas de reacao.
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ABSTRACT

Chapter 1 presents a detailed study of the aldolic addition between cyclohexanone (CHX) and
4-cyanobenzaldehyde catalyzed by Porcine Pancreatic Lipase type Il (PPL-I1) and Rhizopus
niveus Lipase (LRN). Under similar reaction conditions (solvent, temperature and reagent
concentrations) for the two lipases, the reaction yield, the diastereoisomeric and enantiomeric
selectivities were compared. The reaction catalyzed by PPL-II stood out for its yield in 72 h of
reaction (74%), diastereoselectivities 81:19 (anti:syn) and enantiomeric excesses eeantii = 74%
and eesyn = 48%, respectively; while the LRN catalyzed reaction provided 40% yield,
diastereoselectivities 73:27 (anti:syn) and eeanti = 52% and eesyn = 15%. Lipase catalysis was
confirmed by the low yield of the only distereoisomer formed, syn = 0.7%, when the reaction
was performed in the absence of catalyst. In order to verify the purity of the commercial sample
of PPL-Il and LRN lipases, a one-dimensional electrophoresis analysis in sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel was also performed. Some impurities were revealed corresponding
to some type of chymotrypsin and carboxypeptidase, peptides or proteolysis products in the
samples. In this sense, the yields and selectivities presented here refer to the catalysis by the
lipases PPL-11 and LRN and total commercial extract that could be influencing the reaction as
well as promoting a retroaldolic reaction. In addition, we study the enzymatic activity of the
enzyme removed from the reaction medium, showing that PPL-II lost catalytic activity
throughout the reaction. However, in the 72 hours of reaction it still had a percentage of 16%
of the initial activity in non-denaturing conditions (1.8x10* mmol.mint.mg? in phosphate
buffer, pH 7.0). This study corroborated the promiscuous aldolic activity of PPL-I1 and LRN
enzymes from commercial samples. Emphasizing that PPL-I1 can be used as the biodegradable
catalyst in aldol reaction, as presented good results in the formation of carbon-carbon bond

under mild reaction conditions.
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1.1 INTRODUCAO
1.1.1 Importancia do estudo de promiscuidade enzimatica

O comportamento promiscuo das enzimas vem se tornando cada vez mais Util, pois
permite investigar outros tipos de rea¢Ges que até entdo tém sido pouco exploradas na presenca
de biocatalisadores.

Esse comportamento promiscuo das enzimas possibilita a oportunidade para a evolucao
de novas aplicacdes em reagdes atraves de técnicas de biologia molecular para aplicacdo a
sintese organica, bem como ferramentas para uma ampla faixa de aplicagdes tecnoldgicas.

Na atualidade séo realizados muitos esforcos relacionados a modificacdo racional de
enzimas por mutagénese pontual ou evolucdo dirigida (1), engenharia de proteinas (2,3,4),
engenharia de reacdo (5), com o intuito de favorecer novas atividades cataliticas ou melhorar
as j& existentes para catalisarem um determinado tipo de reacéo.

Enzimas promiscuas tém sido exploradas para a incorporacao de residuos de aminoacidos
ndo naturais as proteinas (6) e para a sintese de DNA marcado com fluoroforos ou grupos
quimicamente reativos para a reticulacdo a outras moléculas (7). A promiscuidade da Avidina
para ligar-se a 8-oxodeoxiguanosina tem sido explorada em kits comerciais de ELISA para a
deteccéo de DNA danificado oxidativamente (8).

Embora algumas aldolases, como a 2-desoxirribose 5-fosfato aldolase (DERA), serem
empregadas industrialmente na sintese de intermediarios chaves de moléculas bioativas como
estatinas ou alguns antivirais como Zanamavir (9,10); a maioria ndo séo de uso comum devido
a elevada especificidade ao substrato e requerimento de cofatores, 0s quais sdo instaveis na
maioria de condicdes reacionais. Neste sentido, é conveniente explorar outro tipo de enzimas
que além de promover a sintese de moléculas organicas com atividade bioldgica, possuam
vantagens em relacdo a sua estabilidade térmica e a exposicdo a solventes organicos, e que ndo
requeiram o uso de cofatores para levar a cabo sua funcao.

A abordagem de explorar a promiscuidade catalitica como ponto de partida para criar
biocatalisadores feitos sob medida pode apoiar estas areas, e pode ser a chave para uma maior

aplicagéo da biocatalise na industria.
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Capitulo 1 Introducéo

1.1.2 Promiscuidade enzimatica

A promiscuidade enzimatica € definida pelas teorias evolucionarias como a capacidade
gue uma enzima possui para catalisar rea¢fes secundarias que séo irrelevantes ou ineficientes,
ou que ndo ocorrem em condi¢des fisiologicas pela auséncia de substratos, mas na presenca de
substratos ndo naturais podem catalisar suas transformac@es quimicas (11).

Levando em consideracdo que as enzimas divergiram de um ancestral comum, a
promiscuidade enzimatica € um mecanismo associado a evolucdo, que sobre pressdo seletiva
levou-as para uma funcéo especifica que se tornou a sua funcéo principal, transformando-as em
especialistas (especificas) e fazendo que se perdessem outras fungBes ou permanecessem
silenciadas (1,3,12).

As enzimas promiscuas podem catalisar distintos tipos de transformacdes quimicas com
diferentes estados de transi¢do ou possuir uma ampla especificidade de substrato. Sendo o caso
oposto a uma enzima especialista, a qual é restrita a um tipo de reacdo e especificidade de
substrato (2). Isto permite uma classificacdo da promiscuidade como promiscuidade de

substrato e promiscuidade catalitica (13).

No estudo realizado por Martinez et al. (2) com o intuito de descrever estatisticamente a
distribuicdo de enzimas promiscuas em organismos arqueas baseados nas reacdes que
desempenham nas vias metabdlicas, foi encontrado que ao menos 75 % das enzimas promiscuas
exibem promiscuidade de substrato, enquanto um terco mostrou promiscuidade catalitica

indicando que a evolugdo de um novo mecanismo catalitico é mais dificil (Figura 1.1) (2).
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Capitulo 1 Introducédo

Figura 1.1. Distribuicdo de enzimas arqueas pelo seu tipo de promiscuidade. Proporcdo de substrato
ou promiscuidade catalitica classificadas em categorias metabdlicas na enciclopédia de genes e
genoma de Kyoto.
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Fonte: Martinez et al. (2)

Do ponto de vista da biocatalise é adicionado outro nivel na classificacdo, a
promiscuidade de condi¢cdo. Segundo a qual as enzimas usadas como biocatalisadores podem
realizar suas funcOes cataliticas na presenca de solventes organicos, pH’s e temperaturas
diferentes, contetidos de meios aquosos totalmente adversos das condi¢des fisiologicas (13,14).

Diversos mecanismos que permitem a promiscuidade enzimatica tém sido descritos,
como o arranjo conformacional, diferentes interagfes de grupos funcionais com os substratos,
diferentes estados de protonacgéo, entre outros (15). Fundamentalmente, esses mecanismos de
promiscuidade enzimatica estdo baseados nas interacGes enzima-substrato, as quais envolvem
as ligacdes de hidrogénio, as interacdes eletrostaticas e hidrofdbicas (13,16).

As duas primeiras dependem da complementaridade de estruturas do substrato e os
residuos do sitio ativo da enzima. As liga¢Ges hidrofobicas dependem da dessolvatacéo e séo

dirigidas pela entropia e sdo muito menos dependentes de estruturas especificas. Assim, a
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eficiéncia catalitica de muitas enzimas para rea¢des promiscuas depende da hidrofobicidade do
substrato (13).

Essas interacfes podem ser alteradas aplicando o conhecimento dos mecanismos de
reacdo, por exemplo, o desenvolvimento de reacOes de sintese de amidas e ésteres com
hidrolases na auséncia de agua, a qual atua como nucled6filo, substituindo por uma amina ou um
alcool favorecendo o equilibrio para a reagdo de sintese (17).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos do sitio ativo, como
0s estados de estados de protonacdo e a nucleofilicidade em resposta ao pH, ou a
hidrofobicidade sobre o desempenho na catélise, permite o desenvolvimento de
biocatalisadores “desenhados” para propdsitos de sintese organica.

Adicionalmente, o conhecimento da estrutura funcional da enzima, em relacao aos canais
de entrada e saida de moléculas de agua, quais as condi¢cBes que promovem a abertura e
fechamento do loop em algumas enzimas, quais os residuos de aminoacidos sdo importantes
para manter a atividade promiscua; quais os residuos de aminoacidos presentes na superficie
sd0 necessarios para manter a hidratacdo e conferir estabilidade a enzima sem alterar sua fungéo
catalitica promiscua em solventes organicos sdo fatores importantes para a construcao de um
biocatalisador robusto (4). Tais alteracbes podem ser realizadas por mutagénese dirigida ou
engenharia de reacdo e de substrato ampliando o desempenho e estabilidade das enzimas.

1.1.3 Fatores que afetam o desempenho de reacdes biocataliticas

1.1.3.1 Natureza do solvente

Nas reacOes biocatalisadas o solvente € muito importante, sendo em geral as reacbes
enzimaticas promovidas em meio aquoso ou solucdes tamponantes. A fungédo da agua é solvatar
as espécies carregadas na superficie da proteina e mediar a distribuicdo dos protons para
estabelecer o pH ideal destas cargas (4).

No entanto, atualmente é estabelecido firmemente que muitas enzimas podem catalisar
reacOes em solventes organicos contendo pouca ou nenhuma quantidade de agua, o que leva a
expansdo do repertério de reacdes promovidas pelas enzimas em meios ndo convencionais, as
quais sdo suprimidas em solucdes aquosas (4,18).

Klibanov descreveu de forma detalhada o efeito de solvente organico na atividade
enzimatica, na estabilidade térmica (100 °C) e na especificidade da enzima (18). Por exemplo,
as lipases de pancreas de porco, a ribonuclease e a quimotripsina a temperatura de 100 °C tém
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tempos de meia-vida de vérias horas em solventes organicos anidros, enquanto que em agua
elas podem desativar em poucos segundos nessas condi¢Ges. Em geral a atividade enzimatica
em solventes organicos é muito menor do que em &gua, isto devido a perda de flexibilidade
conformacional e aumento da rigidez estrutural.

A flexibilidade é conferida pela presenca de moléculas de &gua facilitando a mobilidade
conformacional étima para a catalise. Neste sentido, ndo € a presenca de solventes organicos o
que desnatura a enzima, e sim a desidratacdo o que altera a estrutura da enzima e resulta em
uma atividade enzimatica alterada em solventes organicos. A menor constante dielétrica dos
solventes organicos em relagdo a 4gua, aumenta as interacBes intramoleculares, como
consequéncia a enzima torna-se mais rigida (18).

Com o intuito de minimizar o efeito do solvente organico existem algumas alternativas
para preservar a atividade enzimatica, tais como: a adicdo de poucas quantidades de agua as
suspensdes enzimaticas; a mimetizacdo do efeito ativante da dgua por outros solventes usados
em quantidades adequadas para evitar a desnaturacdo e capazes de formarem ligacOes de
hidrogénio, como o etilenoglicol e o glicerol. Esta estratégia é usada também para preservar a
conformacéo nativa, suspendendo as enzimas nestes tipos de solventes ou em solucdes de
acucares e de sais inorganicos como KCI (19), éter coroa ou mesmo a adi¢do de substratos
previamente a liofilizagdo, a fim de preservar uma “memoria molecular” quando forem
empregados solventes organicos (18).

O efeito dos solventes organicos hidrofilicos e hidrofébicos na catalise deve ser
considerado. Solventes hidrofilicos removem as moléculas de dgua fortemente ligadas a enzima
podendo afetar sua atividade catalitica. Enquanto os solventes hidrofébicos, apesar de
aumentarem a rigidez das enzimas, preservam a sua atividade catalitica (4,18). Solventes
polares, como a cetona e a DMF interagem fortemente com a enzima e com as moléculas de
agua associadas afetando drasticamente a atividade catalitica (4).

Na literatura também é descrito o uso de outros solventes na catalise enzimatica, incluindo
fluidos supercriticos, gases, misturas eutéticas, cristais liquidos e liquidos ionicos, sistemas
bifasicos, miniemulsdes (18).

Outro efeito importante do solvente é na especificidade da enzima, apesar de ser uma
propriedade intrinseca, ha varios estudos que mostram que a seletividade tem sido alterada com
a mudanca de um solvente para outro. Alguns exemplos séo a seletividade de substrato,

enantiomérica, proquiral, regiosseletividade e quimiosseletividade (18).
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A seletividade de substrato para as proteases a-quimiotripsina e subtilisina é guiada pelas
interagBes hidrofobicas. Diferencas na hidrofobicidade entre os residuos de aminoécidos de
uma cadeia peptidica permite a enzima discriminar quais ligacGes peptidicas serdo clivadas. A
subtilisina reage como a substrato N-Ac-L-Phe-OEt em diclorometano (log P = 130) oito vezes
mais rapido do que com o substrato N-Ac- L-Ser-OEt (log P = 0,065), mas a reatividade €
invertida quando o solvente usado é o &lcool terc-butilico (log P = 23 e 1,9 para N-Ac-L-Phe-
OEt e N-Ac- L-Ser-OEt, respectivamente) (20).

A enantiosseletividade induzida pelo solvente foi relatada para a a-quimiotripsina na
transesterificagdo do composto 3-hidroxi-2-fenilpropionato de metila com propanol. Enquanto
a enzima interage preferencialmente com o enantiomero-S do substrato em alguns solventes, o
enantibmero-R € mais reativo em outros (21).

O uso de substratos proquirais na hidrolise enantiosseletiva realizada pela lipase de
Pseudomonas sp. foi descrito por Hirose et al. (22) (Esquema 1.1). Os autores usaram
diferentes dicarboxilatos de bis (aciloximetil)-1,4-di-hidro-3,5-piridina, que pela acéo da lipase
em diisopropil éter saturado com agua forneceu o (S)-monoéster de 1,4-di-hidro-3,5-piridina
em 87% e 99% de ee. Enquanto o mesmo substrato hidrolisado pela mesma enzima em
cicloexano saturado com agua produziu o (R)-monoester de 1,4-di-hidro-3,5-piridina em 88%
e 89% de ee. Nestes casos diferentes enantiomeros foram obtidos simplesmente mudando o

solvente da reagéo.

Esquema 1.1. Hidrolise enantiosseletiva do substrato proquiral 1,4-diidropiridina pela lipase de

Pseudomonas sp. destacando o efeito do solvente.

® » »

Lipase de Lipase de H

t-BuOOCH,C CH,COOH Pseudomonas sp. t-BuOOCH,C ‘ CH,COOt-Bu Pseudomonas sp. t—BuOOCHZC:‘:CHZCOOH
H,C CH,  diisopropil éter sat. 4gua H,C CHs cicloexano sat. dgua HsC ﬂ CHs
(85)-monocarboxilato 1,4-diidro-3,5-piridina (R)-monocarboxilato
(87%, ee >99%) (88%, ee >89%)

Fonte: Hirose et al. (22)

O uso de solventes organicos na sintese de compostos de interesse industrial é também
relatado na literatura, como por exemplo os &cidos 2-cloro e 2-bromo-propidnicos enantiopuros
usados como intermediarios na sintese de herbicidas fenoxipropionicos obtidos da butandlise

enantiosseletiva pela lipase de levedura Candida cylindracea em solventes organicos anidros.
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Esse processo levou a escala de multi quilogramas pela industria Chemie Linz AG (Austria),
contudo, é termodinamicamente impraticivel, bem como, promove a racemizagdo quando
realizado em meio aquoso (23).

Schering-Plough sintetizou centenas de quilogramas do agente antifungico SCH56592
tipo triazol, realizando uma acetilacdo altamente estereosseletiva de um diol em acetonitrila
usando CAL-B (24) (Esquema 1.2).

Esquema 1.2. Acetilagdo regiosseletiva do composto diol utilizado como intermediario da sintese do
agente antifungico SCH565992 catalisada pela CAL-B.

F
2 passos 70% /\OAc
. CAL B, CH3CN

diol

)-monoacetato

CH
>L Lcm
RN

© < > < > N_NH OH

SCH56592

Fonte: Dodds et al. (24)

Geralmente € estudada a influéncia da agua como co-solvente no desempenho da reacéo
enzimatica, tanto em relacdo ao rendimento quanto a estereosseletividade. H4 uma quantidade
critica de agua necessaria que atua como “lubrificante molecular” influenciando na
flexibilidade/conformag&o da enzima e pode conduzir a um aumento da atividade catalitica em
solventes ndo aquosos (18).

Na reacédo entre 0 4-nitrobenzaldeido e a cicloexanona catalisada por PPL foi estudado o
conteudo 6timo de agua em resposta ao rendimento (Figura 1.2) (25). Os resultados mostraram
que o sitio ativo da PPL foi muito sensivel a presenca de agua. As variagdes no rendimento, na
diastereosseletividade e enantiosseletividade mostraram uma tendéncia similar com o
incremento no contetido de agua. Os valores de excesso enantiomérico e diastereosseletividade
tiveram um maximo quando o contetdo de agua foi 5% (v/v). Foi observado um rendimento
superior a 95%, uma diastereosseletividade anti:syn de 87:13 e um ee de 80% para 0 produto
de adicéo aldolica (25).
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Figura 1.2. Efeito do contetdo de agua na reagéo alddlica entre a cicloexanona e o 4-nitrobenzaldeido
catalisada por PPL(25)(25)(25)(25).
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CondicGes de reacdo: 4-nitrobenzaldeido (0,1 mmol), cicloexanona (1 mL), PPL (10 mg) e, &gua deionizada (37
°C, 24 h). Rendimento, ee e dr foram determinados por HPLC. Fonte: Xie et al. (2013)(25).

1.1.3.2 Influéncia do pH

O estado de protonacdo dos aminoacidos do sitio ativo é resultado do pH do meio, e
influencia diretamente na sua funcdo catalitica. Assim, as enzimas catalisam com maior
desempenho as reacdes em uma faixa de pH que corresponde a seu ambiente nativo. Mas,
quando o pH é alterado, a enzima apresenta mudancas conformacionais provocadas pelas novas
interagBes geradas. Como consequéncia a atividade catalitica da enzima pode ser alterada.

Portanto, é importante realizar os estudos de variacdo de pH quando se utiliza enzimas,
com o objetivo de determinar o seu pH 6timo. Por exemplo, a Lipase Pancreatica Bovina (BPL,
do inglés: Bovine Pancreatic Lipase) catalisou a reacdo aldolica cruzada em tampao fosfato-
citrato [Na2HPO4/NaH,POs — (HCO.CH).C(OH)CO2H] entre o 4-nitrobenzaldeido e a
cicloexanona, em uma faixa de pH’s entre 4,0-8,0. Obteve-se melhores rendimentos do produto

aldol em pH préximo de 8 (Tabela 1.1).

No entanto, as diastereosseletividades e enantiosseletividades foram melhores em pH’s
acidos entre 4,6 e 5,6. Assim, esta reacdo foi realizada em pH 5,6 a 37°C com diferentes

aldeidos e a cicloexanona. A melhor diastereosseletividade foi para o produto aldol anti:syn
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(96:4) quando utilizou o 2,6-diclorobenzaldeido como reagente; e diastereosseletividade
anti:syn (66:33) quando se utilizou o 3-nitrobenzaldeido e o 4-triflGor-benzaldeido (26).

Tabela 1.1. Efeito do pH na reacdo alddlica entre o 4-nitrobenzaldeido e a cicloexanona catalisada
pela BPL.

0 o OH O OH O
+ - -
O,N O,N 02N
syn

anti

Rendimento rd. ee (%)

Sl pH (%) (anti/syn) (anti)
1 4,0 18 55:45 33
2 4,6 35 62:38 43
3 4,8 41 63:37 45
4 50 48 63:37 46
5 5,2 53 64:36 46
6 54 57 64:36 46
7 5,6 65 63:37 45
8 5,8 70 61:39 42
9 6,0 77 59:41 38
10 6,4 81 57:43 33
11 7,0 88 51:49 10

12 8,0 91 48:52 2

rd = razdo diastereoisomérica, BPL= Lipase Pancreatica Bovina

1.1.3.3 Temperatura

A temperatura € um fator que geralmente influencia a reacdo enzimatica, pois € um
parametro termodindmico importante que afeta o equilibrio das rea¢des. Quando o catalisador
é uma enzima a faixa de temperatura que pode ser testada ndo é muito ampla, e em geral,
temperaturas elevadas conduzem a uma perda de atividade e consequentemente no rendimento
das reagdes e nas enantiosseletividades dos produtos (27).

O solvente influencia na estabilidade térmica da enzima. Quando se utiliza a agua, ha uma
maior probabilidade de ocorrer reacbes competitivas que podem prejudicar a estrutura da
enzima, como a desaminagédo de residuos de asparagina e glutamina, -eliminacao de residuos
de cisteina, oxidag&o de cisteina ou a hidrolise de ligagGes peptidicas (28).

Alguns estudos relataram que a estabilidade térmica de lipase de pancreas de porco,
ribonuclease e a-quimiotripsina a 100 °C apresentaram tempos de meia-vida de vérias horas

em solventes anidros. Quando foi usada agua essas enzimas foram desativadas em segundos a
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essa temperatura. A rigidez induzida pelo solvente orgénico conferiu estabilidade térmica a
enzima (28).

Geralmente as reacdes em altas temperaturas aumentam o rendimento em detrimento da
seletividade devido a influéncia na diferenca de energia livre de ativagdao AAG (29). Por
exemplo, a reacdo alddlica entre o 4-nitro-benzaldeido e a cicloexanona catalisada por PPL
(Figura 1.3) mostrou uma variagdo no rendimento, na diastereosseletividade e na

enantiosseletividade de acordo com a mudanca de temperatura de 20 a 50 °C (25).

Figura 1.3. Efeito da temperatura no rendimento da reacdo entre o 4-nitrobenzaldeido e a
cicloexanona catalisada por PPL.

T T T T T T T ! T ' i ' !
100+ —e—
*—Rend| S . }10
4 - ee 7
g o0 [zdr ]
S 80+ e 8 q
2 L o I
S 704 o/ %
E 1 / f; 6 {_S,n
2 804 .. -
s " /
x ] . I
50 -4
] °
401 T T T T 1

—
20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C)

Condigdes de reagdo: 4-nitrobenzaldeido (0,1 mmol), PPL (10 mg), cicloexanona (950 mL), agua deionizada
(50 mL), 24 h de reagdo. Fonte: Xie et al. (25).

1.1.4 Reacéo aldolica

A reacdo alddlica é um dos métodos mais usuais para a formacdo de ligacdes carbono-
carbono em sintese orgénica (30). Trata-se de uma reacdo onde s&o usados compostos
carbonilicos que atuam como nucleofilos em forma de enolatos (doadores) e eletrofilos
(aldeidos ou cetonas como aceitadores), para formar o produto B-hidroxi-aldeido ou B-hidroxi-
cetona. O aduto aldol pode sofrer desidratacdo para formar um composto carbonilico a,p-
insaturado.

A combinacdo dos dois processos, a adicdo aldolica e a desidratacdo subsequente é
chamada de condensacéo alddlica. Quando esta reacdo procede em condi¢des de temperaturas

mais elevadas, pode fornecer uma mistura de produtos de adi¢do e condensacéo (30). Produtos
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de auto-condensacao podem ser formados, mas isto pode ser evitado com a selecéo de cetonas
enolizaveis e aldeidos ndo enolizaveis, ou vice-versa.

A reacdo aldolica é catalisada por acidos, tanto de Lewis como de Brgnsted, bem como
por bases. Quando a reacao é catalisada por acidos ocorre a protonacgéo do oxigénio da carbonila
eletrofilica, deixando o carbono mais reativo e favorecendo o ataque do enol, proveniente do
tautomerismo cetoendlico, devido a diminui¢do da energia do orbital molecular de fronteira
LUMO (31). O produto aldol formado encontra-se na sua forma neutra e protonada em virtude
do equilibrio em meio &cido (Esquema 1.3A).

Na catélise bésica é favorecida a formagdo de um ion enolato como consequéncia da
acidez dos a-hidrogénios a carbonila abstraidos pela base. Na segunda etapa ocorre a adicéo
nucleofilica do ion enolato ao carbono carbonilico de uma outra molécula, gerando um
intermediario alcoxido, o qual captura um préton do médio basico que leva a formacédo do

produto aldol (Esquema 1.3B).

Esquema 1.3. llustracdo simplificada do mecanismo da reacéo alddlica catalisada por (A) &cido e
(B) base.

. .
) T e Y
Q £ b
R \\ \\\ R R R R
| produto aldol
(O
)
|
O g @0 S o :0: N, o o
G) o R e |
Pt i S e

produto aldol

A adicdo do ion enolato a carbonila gera um centro estereogénico (Esquema 1.3). A
estereoquimica do ataque nucleofilico pode ser controlada usando reagentes indutores de
quiralidade, os quais podem fazer parte da estrutura do catalisador ou estarem ligados
covalentemente ao ion enolato.

Algumas abordagens empregaram a reagdo alddlica indireta, ou seja, 0 uso de um ion
enolato ja pré-formado em combinag&o com o composto carbonilico aceitador e um catalisador
quiral. Tipicamente, um metal est envolvido no mecanismo de reagcdo, com a excegdo de

reacOes alddlicas tipo Mukaiyama catalisadas por base de Lewis (32,33).
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Na abordagem da reacdo aldolica direta forma-se o ion enolato na presen¢a do composto
carbonilico aceitador e o catalisador quiral em uma Unica etapa reacional. Existem enzimas que
participam da aldolizacéo assimétrica na formacéo do ion enolato e como catalisadores quirais
permitindo a reacao alddlica direta, isto é devido ao fato das enzimas conterem residuos de
aminoacidos basicos no seu sitio ativo que podem realizar uma catélise via enamina; ou residuos
de aminoécidos &cidos que ativam o aldeido ao ataque nucleofilico por ligacdo de hidrogénio
(31).

1.1.4.1 Biocatalisadores para reacgdo alddlica

No interior das células dos organismos vivos, o metabolismo de carboidratos depende de
enzimas chaves como as aldolases. As aldolases sdo essenciais na via glicolitica, por exemplo
a D-frutose-6-fosfato aldolase (FSA) catalisa a clivagem da frutose/tagatose 1,6-bisfosfato em
diidroxiacetona (DHA) e gliceraldeido 3-fosfato (GA3P), uma reacdo retroalddlica, mas

também catalisam a reacao reversa estereosseletiva (Esquema 1.4) (34).

Esquema 1.4. Reacdo retroalddlica da D-frutose 6-fosfato catalisada pela D-frutose-6-fosfato

aldolase.
OH O 0 0
OH !
2'ogpo“i/'\‘)& _FSA | 2-ospo“;) + Hb of
OH OH OH OH
Fru6P GA3P DHA

Fonte: Fessner et al. (34).

Outras aldolases reagem em vias de degradacdo de xenobi6ticos aromaticos, como as 4-
hidroxi-2-oxopentanoato aldolases dependentes de piruvato Bphl e Hpal. A Bphl catalisa a
clivagem da ligacdo de 4-hidroxi-2-oxopentanoato a acetaldeido e a piruvato, sendo seletiva
para o0 estereoisdbmero S e, a clivagem de 4-hidroxi-2-oxo-1,7-heptanedioato a piruvato e a

semialdeido succinico (Esquema 1.5) (35).
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Esquema 1.5. Reag0es catalisadas pelas 4-hidroxi-2-oxopentanoato aldolases, Bphl e Hpal.

0 0}
) BphI ou Hpal ) )J\ )
COO0 <~— + (010]0)

4-hidroxi-2-oxopentanoato acetaldeido  piruvato

OH O

/\)Oi/lcj)\ BphI ou Hpal /\j )(J)\
~“OOHC CO0O = 00C * COO

4-hidroxi-2-oxo-1,7-heptanedioato aldeido succinico  piruvato

Fonte: Fessner et al. (34).

No sitio ativo estdo presentes aminoacidos bésicos como L-lisina (aldolases da classe I),
(Esquema 1.6A) cuja cadeia lateral contendo o grupo amino permite a formacéo de um ion
iminium — intermediario (A) o qual é desprotonado por algum outro residuo de aminoacido
béasico para formar a enamina (B). Posteriormente, a enamina promove um ataque nucleofilico
a carbonila e forma um outro ion iminium (C). Finalmente, por uma reacao de hidrdlise desliga-

se da lisina e fornece o produto alddlico (D) (31).

Esquema 1.6. (A) Mecanismo de reacdo de aldolases classe I. (B) Mecanismo de reacdo de aldolases

classe II.
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et
® o O Hi
R™H N H L J “anls
0P0,Z_Ix_oH R™H o | His BH
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Fonte: Mukherjee et al. (31).
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As aldolases da classe Il, encontradas em bactérias e fungos, requerem um cofator
metalico, geralmente fons Zn?*, mas sdo encontrados também Fe?*, Co?* ou Cd?* (36), que
promove a enolizacdo do substrato doador e encontra-se ligado aos residuos de histidina
presentes no sitio ativo atuando como um acido de Lewis (5) (Esquema 1.6B).

A maioria das aldolases podem aceitar uma ampla variedade de substratos alddlicos
eletrofilicos, apesar de tolerarem poucas modifica¢Ges estruturais no doador, como o aumento
da cadeia alquilica na DHA para o hidroxietanal e para a 1-hidroxi-2-butanona, e modificacdes
isostéricas, por exemplo, a substituicdo de um -OH por -OCH3 na DHA (34). Assim, elas séo

classificadas de acordo com a especificidade do doador, como exemplificadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Classificacdo das aldolases segundo a especificidade do seu substrato doador.

Especificidade Doador Produto® Exemplo
OH O
. lo) * K - . , .
Piruvato ACOOH Rq COOH A;gldlo N-acetilneuraminico
aldolase
p OH O _
Oxaloacetato ou wooo ____ A o Macrofomato sintase (vps)
. 4
2-oxobutirato \i oH © SanM aldolase
COOH R4MCOOH
.. . OH O
Diidroxiacetona  fosfato o . FruA, RhuA, FucA e TagA [©
(DHAP) Ho I Pog Rd .. aldolases
OH PO,
o OH O
Diidroxiacetona  (DHA) HO\)J\/R1 )\)L D-fructose-6-fosfato aldolase
Analogos ndo fosforilados R = H, CH,0OH, CHs, Rd Ri
CH,CHs OoH
2 OH 0
licin HzN a .
ila%inil ﬁo“ &%OH D,L-treonina aldolases
Ry =H, CH; Ry NH,
_ i 2-deoxi-D-ribose-5-fosfat
. R : -deoxi-D-ribose-5-fosfato
Acetaldei $ R :
cetaldeido . CH3 T aldolase (DERA)
3=H,Ch3 3

[a] No produto o substituinte R4 pode ser um grupo alquila ciclico ou aciclico, poliidroxilados ou heteroaromaticos.
Para maiores detalhes consultar o artigo de revisdo de Clapés et al. (35) [b] Néo é uma reacdo natural de
macrofomato sintase. [c] D-Frutose-1,6-bisfosfato aldolase, L-rhamnulose-1-fosfato aldolase, L-fuculose-1-
fosfato aldolase e D-tagatosa-1,6-bisfosfato aldolase.
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A enzima macrofomato sintase (MPS, EC 4.1.2.X) do fungo Macrophoma commelinae
foi investigada por Serafimov et al. (37). Trata-se de uma aldolase dependente de piruvato,
originalmente catalisou as transformacdes de Diels—Alder de 2-pironas a macrofomato, mas
também foi obtido o y-hidroxi-a-cetoacido atraves de adicdo aldolica entre o oxaloacetato e 0

gliceraldeido protegido (Esquema 1.7A).

A reacdo consistiu na formacdo de um enolato-piruvato por descarboxilacdo de
oxaloacetato, o qual reagiu com o gliceraldeido protegido e o benzaldeido para fornecer os
produtos y-hidroxi-a-cetoacidos derivados do oxaloacetato, com rendimento de 74% e
diastereosseletividade anti:syn de 8:1 (Esquema 1.7A) e excesso enantiomérico de 44%
(Esquema 1.7B) (37). Hilvert et al. (38) também investigaram a atividade aldolase da enzima
MPS na obtencdo de derivados de 3-desoxi-acucares contendo de 3 a 6 carbonos. A enzima foi
tolerante aos substratos contendo diferentes tipos de grupos protetores (éter, acetal, alil, benzil,
silil éter e éster) (Esquema 1.8).

Esquema 1.7. Sintese de y-hidroxi-a-cetoacidos derivados do oxaloacetato via reagdo aldélica

promiscua catalisada por macrofomato sintase.

O
(0] OH O
/\)J\ _OZC\)kCO 3 /\/k)\
H 2 o CO,H

o = \
® )TO MPS 5uM ‘CO, )TO

50 mM KPi pH 7 (74%: 8:1)
5 mM MgCl,, 7h
O
0 - OH O
OZC\)kCOZ- ‘
(B) H N\ (S) CO,H
MPS 5uM *CO,
50 mM KPi pH 7 (70%, ee = 44%)
5mM MgCl,, 7h

CondicOes de reacdo: aldehyde (0,5 mL de solucéo de aldeido 1M em CH3CN), oxoloacetato (0,42
mmol), MPS (5uM) em 17 mL de buffer fosfato 50 mM, MgCl, 5mM, 7h. Fonte: Serafimov et al. (37).

Hilvert et al. (38) também investigaram a atividade aldolase da enzima MPS na obtencao
de derivados de 3-desoxi-agucares contendo de 3 a 6 carbonos. A enzima foi tolerante aos
substratos contendo diferentes tipos de grupos protetores (éter, acetal, alil, benzil, silil éter e

éster) (Esquema 1.8).
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Esquema 1.8. Sintese de derivados de agUcares por reacdo alddlica promiscua catalisada por MPS.

o)
o) ? -OZC\)kCO i OH O
2
L 15 mM TEOCOWCOzNa
(\o o
_ 5 mM MPS OMOM
SiMe; o 50 mM NaPi pH 7
40 %: 3:2
OMe 5 mM MgCl, (40 %: 3
>< 7 EtS.__SE
0,C
O O 2 \)‘kCOz- 6H O
? 15 mM CO.N
_ (0] oNa
EtS (6] 5 uM MPS \—-—O
SEt 50 mM NaPipH 7
5 mM MgCl, (77 %: >19:1, 4S,5S,6S)

(75 %: 4:1, 4S,5R,6R)

CondicOes de reagdo: aldehyde (0,5 mL de solucéo de aldeido 1M em CHsCN), oxoloacetato (0,42
mmol), MPS (5uM) em 17 mL de buffer fosfato 50 mM, MgCl, 5mM, 7h. Fonte: Serafimov et al.
(37)Fonte: Hilvert et al. (38).

Apesar dessas enzimas serem eficientes para catalisar a reacdo aldolica nas condicGes
fisioldgicas e sua elevada especificidade de substrato doador (ion enolato), contudo apresentam
disponibilidade limitada que as tornam pouco utilizaveis em sintese organica. Apenas algumas
sdo aplicadas em biocatalise, como na producdo de intermediarios na sintese de estatinas por
variantes da enzima DERA (3,5,39) e do acido sialico pela enzima KDO aldolase, uma variante
da enzima éacido N-acetilneuraminico aldolase (5,12) (Figura 1.4). Portanto, a maioria das

aldolases séo ainda pouco aplicadas em larga escala devido as suas limita¢fes e complexidades.

Figura 1.4. Estruturas de estatinas e do 4cido sialico.

OH COxH
HO
HO OH
A —
“N” Ho
Rosuvastatina Atorvastatina acido sialico

Fonte: Autoria propria

Além da familia das aldolases, dendrimeros peptidicos sintéticos, anticorpos cataliticos,
catalisadores de RNA, compostos de peptideos, bem como, outras enzimas selvagens ou
modificadas com fung¢bes completamente diferentes, tém sido aplicadas na formacdo de
ligacGes carbono-carbono (35) .
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1.1.4.2 Enzimas promiscuas com atividade aldolase

Nas ultimas duas décadas tem aumentado o nimero de estudos com biocatalisadores
promiscuos da reacao alddlica. Entre estes, as hidrolases as quais possuem ampla especificidade
pelo substrato, enantio e regiosseletividade, bem como pela aplicagdo industrial em
biotransformacoes (40).

Entre as hidrolases, destacam-se as lipases (EC 3.1.1.3, triacilglicerol lipases) como
enzimas promiscuas, por terem se mostrado Uteis em transformacdes diferentes ao metabolismo
de lipideos, funcéo que realizam em condicdes fisiologicas. S&o as enzimas mais amplamente
utilizadas em sintese organica via resolucgdo cinética de compostos racémicos. Isto se deve ao
elevado numero de preparacGes comerciais, a sua ampla tolerancia aos substratos e a sua boa
estabilidade em meios contendo solventes organicos quando comparada relativamente a outras
enzimas (13). Elas foram descritas com maiores detalhes na Se¢éo 1.1.4.3.

Outras enzimas que tém sido relatadas com atividade ald6lica promiscua sdo listadas na
Tabela 1.3. Entre estas estdo as lipases (Entradas 1-5, Tabela 1.3) e serino proteases (Entradas
6-7, Tabela 1.3), as quais possuem um sitio catalitico similar, contendo 0 mesmo aminoacido
nucleofilico da triade catalitica, serina (Ser). Os rendimentos para estas enzimas foram muito
variados desde 28% até 99% frente a reacdo alddlica entre aldeidos aromaticos substituidos e
cetonas ciclicas.

A quimiopapaina e a ficina classificadas como cisteina proteases (Entradas 8 e 9, Tabela
1.3), forneceram rendimentos para os produtos aldolicos de 23 e 39%, respectivamente. As
proteases de Aspergillus usamii e Aspergillus melleus que possuem na sua triade catalitica o
aspartarto (Entradas 10 a 12, Tabela 1.3), apresentaram rendimentos para os produtos aldolicos
de 29 a 63%. A reacdo catalisada pela nuclease P1 de Penicillium citrinum, uma endonuclease
dependente de zinco, cuja reacdo nativa € a clivagem de RNA de fita simples e DNA em 5-
mononucleotideo, forneceu os produtos alddlicos anti e syn em 25%. Em geral houve uma
diastereosseletividade preferencial para o aldol-anti para todas as enzimas mencionadas
(Tabela 1.3).

Na literatura também foi descrito o uso de anticorpos cataliticos com funcionalidade do
tipo amino que mimetizam as aldolases, possibilitando a introducdo de novas funcbes ao
scalfold de proteinas ja existentes e aumentando a habilidade de aceitar uma ampla faixa de
substratos (41).
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Tabela 1.3. Promiscuidade catalitica de algumas enzimas na reacdo alddlica para a reagdo entre
derivados de benzaldeido e de cicloexanona.

? (6] OH O OH O
_ ) enzima _ : _
S | solvente |,/ | =\ oy |
R4 Rz Ry R> R4 Rz
; syn

Entrada R Rz Enzima Solvente R(%/r;;j ' (an tri?éyn) Ref.
1 2-NO. N-Boc PPL-II MeCN/H:0 36 53:47 (42)
2 4-NO, O PPL-II MeCN/ H,0 56 38:62 (42)
3 3-NO;  CH: BPL Cihex?/H,0 91 72:28 (26)
4 4-F CH. PPL Cihex?/H,0 75 88:12 (25)
5 4-Br CHz PPL Cihex*/H.0 99 88:12 (25)
6 4-Me CH. BLAP® DMSO/ H.0 28 70:30 (43)
7 4-CF3 CH, Tripsina H.0 34 59:41 (44)
8 4-Me CH; Quimiopapaina ~ MeCN/ Hz0 23 63:37 (45)
9 3-NO:  CH: Ficina MeCN/ H0 39 86:14 (46)
10 3-Cl CHz AUAP® MeCN/ H.0 29 92:8 (47)
11 4-NO;  CH: AUAP® MeCN/ H0 63 83:17 (47)
12 2-NO2  CH; AMP MeCN/ H.0 52 92:8 (48)
13 4-Me CH; Nuclease p1 H.0 25 80:20 (49)

aBLAP = Protease alcalina de Bacillus licheniformis, ® Cihex = cicloexanona, ¢ AUAP = Protease acidica de
Aspergillus usamii, ¢ AMP = Protease de Aspergillus melleus, rd. = razdo diastereoisomérica (50).

1.1.4.3 Lipases

As lipases possuem uma composicdo de folha B central hidrofobica, que consiste em oito
cadeias B diferentes ligadas a seis a-hélices. Este arranjo de sua estrutura terciaria é chamado
dobramento o/p-hidrolase (51). O sitio ativo é formado por uma triade catalitica de residuos de
L-serina (Ser), L-aspartato (Asp) (ou glutamato) e L-histidina (His), uma cavidade de oxianion,
¢ na maioria dos casos uma “tampa’ hidrofobica formada por uma a-hélice que cobre o local
do sitio ativo da enzima (loop) (27). A Figura 1.5 mostra os dobramentos o/p-hidrolase da
CAL-B.
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Figura 1.5. Estrutura cristalogréafica da lipase CAL-B.

Fonte: Klahn et al. (2011)(52).

Em emulsdes aquosas as lipases hidrolisam ésteres com diferentes estruturas de grupos
acilas e cadeias alquilicas (51). A principal reacdo catalisada por lipases é a hidrdlise de
triacilglicerois (TG) liberando acidos graxos, diacilglicerois (DG), monoglicerideos (MG) e

glicerol (Esquema 1.9).

Esquema 1.9. Reagdo de hidrolise catalisada por lipases.

. o .
Lipase )j\ Lipase o Lipase

RJ\O/\/\OJ\R H,0  HO” Y "O0""R  H,0  HO OH _ — » Ho/\/\oJ\R H,0 Ho™™ oH
0_0 i 0.0 i 0.0 OH \; OH
f 0 \rf o \Ff o
RJ\OH RJ\OH RJ\OH
TG 1,2-DG ou 2,3-DG 2-MG 1-MG ou 3-MG

Fonte: Benito-Gallo et al. (53)

O mecanismo de reacdo das enzimas hidroliticas envolve a participacdo do oxianion e
uma triade catalitica (Esquema 1.10). No primeiro passo, 0 nitrogénio basico do par Asp-His
promove a transferéncia de um préton, enquanto a Ser assistida pelo par Asp-His atua como um
nucleofilo, formando um intermediario tetraédrico (ndo mostrado), o qual libera uma molécula
de alcool. Nessa etapa é formado um intermediario acil-enzima, o qual no segundo passo é
hidrolisado pelo ataque nucleofilico de uma molécula de agua, formando um intermediario
tetraédrico (ndo mostrado). E liberada uma molécula de &cido carboxilico e reestabelecida a
protonacao inicial dos amino&cidos da triade catalitica, que ficardo disponiveis para iniciar um

novo processo catalitico (17).
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Esquema 1.10. Mecanismo geral da hidrolise de ésteres catalisada por lipases.

Asp = His Ser
HN
o O‘\c HN HN" R,
Passo 1 ¢ s S H " ——> R,—OH
g/(‘)lo’\ 0=C O/\OZJ\ORz z
= L
N__N H
HC~> \_/
Asp His o Ser

-~ Intermediario

O N
N\ s HN o .
Passo 2 O\\C :SC )j acil-enzima )k
g 4H 0=¢ Ri ~ R{ “OH
07O = ;0
N N—H\_/ Jo
A/
H

-0
Ho ™

Fonte: Faber, K et al. (17).

Quando as condicdes de reacdo e os substratos séo diferentes dos naturais, 0s espectros
de reacOes catalisadas por lipases aumentam consideravelmente. As lipases também catalisam
reacbes nao wusuais de serem realizadas em meios aquosos como esterificacao,
transesterificacdo, interesterificacdo e poliésterficacdo, ou a transferéncia de grupos acilas a
nucleofilos como aminas, oximas e tiois (54).

O espectro de reacBes que catalisam algumas lipases promiscuas também inclui a
formacdo de acidos peroxicarboxilicos, epoxidacdo de compostos insaturados em condicGes
suaves, formacdo de ligacBes C-C como reacdes aldolicas, adicBes de Michael ou reacdes de
Mannich (54).

Em relacdo a sua seletividade, as lipases sdo conhecidas pela sua estereosseletividade
frente as reacBes que catalisam. Isto torna possivel obter enantidmeros puros de muitas
substancias que por sua vez podem ser empregadas na sintese de moléculas mais complexas
com atividade bioldgica. Por exemplo a hidrélise de (+)-butirato de glicidila pela PPL para
obter o (R)-glicidol com 92% de rendimento e 92% de ee, o0 qual pode ser utilizado como

intermediario na sintese de B-adrenobloqueadores, como o propanolol (Esquema 1.11) (54).

Esquema 1.11. Hidrolise enantiosseletiva de butirato de glicidila pela PPL.

O
~_0 PPL O,
_— L OH + I)\/O
l{v Hzo, pH 7,8 I/\/ \n/\/
O
rac-butirato de glicidila (R)-glicidol (S)-butirato de glicidila

(89%, ee 92%)

Propanolol

Fonte: Eremeev et al. (54).
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Uma das lipases mais amplamente estudada e com aplica¢Ges industriais é a de Candida
antarctica B (CAL-B), também conhecida como lipase B de Pseudozyma antarctica, a qual
possui boa estabilidade em solventes organicos apolares a elevadas temperaturas (70-90 °C)
assim como um escopo amplo de substratos para reacdes de acilacao e de trans-acilacdo quando
a agua é substituida por um nucleofilo apropriado (15). E o caso de reacdes de amindlise e
amonidlise (55).

CAL-B também pode catalisar outros tipos de reacfes que procedem atraves de
mecanismos e geometrias de estados de transicdo diferentes aos normalmente estabelecidos,
como as adic¢des aldolicas, as adigdes conjugadas, epoxidacao de alcenos, reacdes de Mannich
e adicBes Markovnikov, sendo exemplos de promiscuidade catalitica, pois a enzima nativa
catalisa reacOes diferentes as quais geralmente realiza in vivo (16).

A promiscuidade catalitica nas lipases é favorecida em grande parte devido a cavidade
oxianion. Na reacdo uma funcdo importante é polarizacao da ligacdo dupla da carbonila do éster
deixando o carbono susceptivel ao ataque nucleofilico da Ser (Figura 1.6A) (14).

As serino hidrolases contém em seu sitio ativo também um residuo de Ser, que atua como
um importante nucleofilo na clivagem de ligacdo do tipo éster. Mas, quando é realizada uma
mutacao pontual, substituindo a Ser do sitio ativo, por um outro aminoacido menos polar, abre
a possibilidade para novos tipos de reaces, como a adicdo alddlica (Figura 1.6B) e a adicdo
Michael (Figura 1.6C) (14).

Figura 1.6. Interacdo do oxianion em enzimas hidroliticas: atividades nativa (A) e promiscuas (B e
C).

(a) (b) (c)

Ho O . WO P WOy
H R' His :~\R\ o/ B R o

| ’I — / —
o‘-v@f%’\———H-N r HO o--H "} Nu=>_®}o:“H ":}
( O H /ej}f ) C, H & Van H,
Ser R" N H R N R N
/ v / ¢

Fonte: Hult et al. (14).
CAL-B foi a primeira lipase relatada com atividade aldolase promiscua por Berglund et

al. (41) em 2003. Esta enzima catalisou a reacao de aldeidos simples como hexenal ou propanal

e acetona, porém em longos tempos reacionais (50 dias).
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A CAL-B mutante Serl05Ala promoveu um aumento da atividade aldolase em
comparagdo a CALB nativa, devido a auséncia na formacdo do hemiacetal. Enquanto na
presenca da enzima nativa ocorre a formacdo do intermediario hemicetalico via ataque
nucleofilico da serina ao substrato carbonilico, o qual é estabilizado pelas ligacGes de

hidrogénio na cavidade oxianion (Esquema 1.12) (41).

Esquema 1.12. Formacdo do hemicetal e sua estabilizacdo nas lipases selvagens na presenca de
substratos carbonilicos.

His 1\
H

Ser H
e‘)/ hemicetal f/

No entanto, apesar de ter sido descrita a atividade promiscua aldolase para outras enzimas,
somente em 2008 foi observada a estereosseletividade para a reacao alddlica. A reagéo entre 4-
Nitrobenzaldeido e acetona catalisada por PPL foi moderadamente enantiosseletiva (Esquema
1.13) (56). O produto aldol foi obtido com excesso enantiomérico de 44%, porém em baixo
rendimento (12%). O incremento no contetdo de agua em 20% elevou o rendimento para 56%,

afetando a enantiosseletividade, a qual decresceu para 16% de excesso enantiomérico.

Esquema 1.13. Reacdo alddlica promiscua entre o 4-nitrobenzaldeido e a acetona catalisada por PPL

em presenca de agua.

OH O

o 0
PPL
+ )J\ -
H,0, 30 °C
O2N OZN

(56%, ee 16%)

CondicGes de reacdo: lipase (20 mg), 4-nitrobenzaldeido (0,12 mmol), acetona (1 mL), agua
deionizada (0,25 mL) temperatura (30 °C) (56).
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A PPL também catalisou a reacdo entre o 4-nitrobenzaldeido e a cicloexanona em
presenca de &gua (10% v/v) e foi obtido um rendimento de 80% para o produto aldol (24 h,
37°C), diastereosseletividade anti:syn de 85:15 e um excesso enantiomérico de 77% para o
diastereoisdbmero anti. A mesma reacao na presenca de liquido iénico [BMIM][PFe] forneceu
0 produto aldol com rendimento de 93%, diastereosseletividade anti:syn de 91:9 e um excesso
enantiomérico de 85% para o diastereoisdbmero anti (57).

Em geral, as reacdes alddlicas catalisadas por enzimas promiscuas forneceram bons
rendimentos na maioria dos casos, porém acompanhados de excessos enantioméricos baixos.
Em contrapartida, quando foram obtidos excessos enantioméricos elevados, os rendimentos
foram baixos. Por exemplo, a reacdo aldolica promovida pela protease Bacillus licheniformis
(BLAP) (43) e anuclease P1 de Penicillium citrinum (49) forneceram excessos enantioméricos
superiores a 99% quando os substratos foram a cicloexanona e o 4-metilbenzaldeido. Porém,
com rendimento para os produtos alddlicos anti e syn foram de 28% e 25% para BLAP e
nuclease P1, respectivamente.

Apesar disso, existem algumas excecOes a esta caracteristica geral, como o caso da reacao
entre 4-F-benzaldeido ou 4-Br-benzaldeido e a cicloexanona catalisada pela PPL. A reacdo
forneceu um rendimento de 75%, diastereosseletividade anti:syn de 88:12 e excesso
enantiomérico de 90% quando o substrato foi o 4-flGior-benzaldeido. Quando o substrato foi 4-
bromo-benzaldeido o rendimento foi de 99%, a diastereosseletividade anti:syn de 88:12 e ee de
87% (anti) (50).

O escopo de substratos estudados na reacdo aldolica biocatalisada por lipases inclui
cetonas ciclicas, heterociclicas e aliciclicas, e como substratos aceitadores aldeidos aromaticos.
A reacdo entre piperidin-4-ona N-Boc e o0 4-nitrobenzaldeido em CH3CN/H-O catalisada por
PPL-Il (Esquema 1.14), forneceu um rendimento de 49%, diastereosseletividade anti:syn de
62:38 e excesso enantiomérico para o aldol anti de 62% (42). A mesma reacgdo catalisada pela
lipase de Aspergillus niger (Amano) forneceu um rendimento de 26%, diastereosseletividade
anti:syn de 40:60 e excesso enantiomerico de 13% para o diastereoisdbmero anti. Enquanto para
as lipases de Candida rugosa (LCR) e de Rhizopus niveus (LRN), ndo foram observadas
atividades aldolases com estes substratos. Com a Albumina de Soro Bovino (BSA, do inglés
Bovine Serum Albumin), uma proteina ndo enzimatica, foi obtido um rendimento de 43%,
diastereosseletividade anti:syn de 37:67 e excesso enantiomérico de 5% para 0

diastereoisomero anti.
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Esquema 1.14. Atividade catalitica promiscua de PPL 1l para a reagdo aldolica.

? 0] O OH
PPLII :
+ N + isdmero syn
ON N CH3CN / H,0, 30 °C N NO

2

Boc Boc
(49%: 62:38 antijsyn,
ee 62% anti).

Condic0es de reacdo: N-Boc-4-cetopiperidina (0,25 mmol), 4-nitrobenzaldeido (0,50 mmol), PPL Il
(50 mg), 1 mL de mistura de solventes [H.0/ (H,O+CHsCN) = 1:10, v/v] a 30 °C.

Entretanto, os estudos que descrevem a capacidade dos biocatalisadores para levar até o
produto da condensacao alddlica tém sido escassos. A lipase de Mucor miehei catalisou duas
reacdes processo one-pot (50), a qual envolveu uma reacdo de hidrélise do acetato de vinila
para formar o acetaldeido. O acetaldeido gerado in situ reagiu com aldeidos aromaticos que
levou aos correspondentes produtos de condensacdo. O melhor rendimento (78%) foi obtido
guando o aldeido aromatico foi o 4-nitrobenzaldeido.

A enzima 4-oxalocrotonato tautomerase (4-OT) e suas formas mutantes Leu8Asp e
Phe50Ala catalisaram a condensacéo alddlica. A presenca do aminoacido prolina no sitio ativo
mostrou ser essencial para a catalise (58). O mecanismo proposto neste estudo mostrou a
formacdo de um ion iminium entre a cetona e a residuo de Prolina (1), o qual por eliminacéo de
um préton formou a enamina (I1) a qual realizou o ataque ao benzaldeido para gerar o ion f3-
hidroxi iminium (I11). Esse intermediario 111 eliminou agua e produziu 1V, que finalmente por

hidrolise formou o cinamaldeido (Esquema 1.15).

Esquema 1.15. Mecanismo proposto da reagdo de condensacédo aldolica catalisada por 4-OT entre o

acetaldeido e o benzaldeido para produzir o cinamaldeido.
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H

cinamaldeido (IV) (I1I)

Fonte: Poelarends, G et al. (58).
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1.1.4.3.1 Mecanismo catalitico para a reacdo aldolica promiscua por lipases

O mecanismo catalitico proposto para lipases é descrito pela interacdo do substrato com
0 sitio ativo. O Esquema 1.16 apresenta uma proposta deste mecanismo pela PPL. Esta é uma
proteina globular composta de uma cadeia simples de 449 amino&cidos, e a triade catalitica é
formada pela Ser153, Aspl77 e His264 (25).

No primeiro passo o hidrogénio acido da cicloexanona é abstraido pela His264 e
consequentemente é formado o ion enolato. O grupo hidroxila do residuo de Ser153 contribui
para a estabilizacdo do ion enolato via ligacdo de hidrogénio. Subsequentemente, o substrato
aldeidico é ativado pelo préton do anel imidazdlico de His264. Em seguida, ocorre o ataque
nucleofilico do ion enolato a carbonila para formar uma ligacdo C-C. Finalmente, o produto

aldol é liberado e o sitio ativo retorna ao seu estado conformacional natural (25).

Esquema 1.16. Mecanismo catalitico proposto e adaptado para a PPL na reacdo aldolica promiscua
entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona.
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Fonte: Xie et al. (2013) (25)

Alguns estudos de reagdes controles demostraram que a catalise ocorre no sitio catalitico.
Nesses estudos a enzima foi inibida com fluoreto de fenilmetanossulfonila (PMSF) ou metil p-
nitrofenil-n-hexilfosfonato, e nenhum produto aldol foi obtido, confirmando que o sitio ativo

foi necessario para a catalise da reacdo aldolica (43,44,59).
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Outros experimentos visaram desnaturar a enzima, expondo-a na presenca de ureia, a qual
funciona como um agente caotropico. Assim, constatou-se que os inibidores (ureia e PMSF)
ndo favoreceram a reacéo (44,45,46,48). Porém, do ponto de vista mecanistico, sdo necessarias
mais evidéncias que permitam esclarecer qual o caminho que levou a estes produtos aldolicos,
uma vez que as rea¢des em muitos casos formam produtos com baixos excessos enantioméricos.

Estudos tedricos de modelagem molecular acompanhados de estudos cristalogréficos para
estas enzimas, poderiam contribuir para conhecer os modos de interacdo de lipases com 0s
substratos em reacGes promiscuas.

Existem dois caminhos que envolvem esse tipo de reacdo, a catalise especifica e a catalise
proteica inespecifica. No primeiro caso as interacdes enzima-substrato sdo favorecidas por
ligacOes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e hidrofobicas. Possivelmente as interacdes
hidrofobicas tém maior contribuicdo para as reacdes promiscuas. Elas sdo menos dependentes
da especificidade do substrato, e podem contribuir para a orientagdo do substrato no sitio
catalitico (16).

A catalise proteica inespecifica levaria até os mesmos produtos através de modos de
interacdo diferentes. Nesse caso, um conjunto de residuos de aminoacidos, 0s quais ndo fazem
parte do sitio ativo, seriam os responsaveis pela catalise. Apesar da reacdo ndo ocorrer no sitio
ativo, constitui-se uma catalise promiscua.

Como mostrado no estudo realizado por Birolli et al. (60) a reacdo aldélica entre o 4-
nitrobenzaldeido e a cicloexanona pela lipase de Rhizopus niveus tratou-se de uma catalise
proteica inespecifica nas condi¢cdes empregadas. Neste caso a reacdo ocorreu mesmo com a
enzima desnaturada em solucao de ureia, em agua a 100 °C e inibida com o PMSF.

No entanto, apesar do mecanismo catalitico das lipases estarem bem definidos, ndo ha um
modo de interacdo comprovado dos substratos no sitio ativo para a reacdo alddlica promiscua.
Isto possibilita uma investigacao para o entendimento quais aminoacidos promovem a catalise
especifica e/ou inespecifica.

O numero de metodologias em biocatalise assimétrica deste tipo de reacdo ainda é
limitado, apesar do progresso na &rea de promiscuidade enzimética especialmente na formacéo
de ligacOes carbono-carbono. Os desafios devem ser focados no rastreamento sistematico de
novas atividades promiscuas em enzimas existentes e explorar essa promiscuidade como ponto
de partida para desenvolver novos métodos biocataliticos enantiosseletivos para a formacéo de

ligacGes carbono-carbono (35).
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Além dos desafios técnicos na aplicacdo de biocatalisadores para a sintese, ha o desafio
cientifico. A biocatalise € um campo multidisciplinar, e 0 progresso requer a integracdo de
técnicas e metodologias quimicas e bioldgicas. Descobertas futuras e aplicacbes mais
difundidas da biotecnologia exigem que 0s quimicos considerem as enzimas como parte das
etapas sintéticas e, da mesma forma, que os bidlogos considerem as aplicagcBes quimicas das
enzimas. Assim, nos grupos de sintese organica e biocatélise deve existir uma forte interacdo
entre a quimica e a biologia, para que a biocatalise seja considerada como uma opg¢do na
concepcao de estratégias sintéticas (5).

As abordagens modernas de engenharia enzimatica aplicam este conhecimento para
construir enzimas ‘feitas sob medida’ com potencial aplicacdo em sinteses académicas e
industriais. Isto constitui uma excelente aproximacao entre as areas como a quimica e a biologia
como parte de um processo interativo que busca por um lado, aumentar o espectro de enzimas
promiscuas e por outro, melhorar o potencial catalitico ja existente.

A proposta desta tese foi desenvolver um trabalho explorando a atividade promiscua de

lipases em reacdes alddlicas.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Estudar as reacGes aldolicas catalisadas por enzimas promiscuas como as lipases de
pancreas de porco tipo Il e de Rhizopus niveus, visando a obter a sintese de alddis em condicoes

reacionais otimizadas em bons rendimentos e seletividades.

1.2.2 Metas

» Otimizar o rendimento da reacédo aldolica variando as condi¢des experimentais, como 0
tipo solvente e o tempo.
» Determinar os rendimentos e as seletividades dos produtos aldélicos.

» Determinar a atividade enzimatica nas condicGes de reacdo utilizadas.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Reagentes, solventes e materiais

As enzimas foram adquiridas da Sigma-Aldrich em forma de po: lipase de pancreas de
porco tipo Il (PPL-11), (30,1 U mg?t, CAS 9001-62-1) e lipase de Rhizopus niveus (LRN) (> 15
U mg?, CAS 9001-62-1).

Os reagentes 4-CN-benzaldeido (95%) e a cicloexanona (98%) foram obtidos
comercialmente da Sigma-Aldrich. O NaOH (P.A.) foi adquirido da Synth.

Os solventes acetato de etila (AcOEt) (P.A.) e hexano (P.A.) foram adquiridos da Synth.
Os solventes grau HPLC (hexano e isopropanol) foram adquiridos da Panreac. Cloroférmio
deuterado (CDCls, 99,8% com 0,5% TMS) e metanol deuterado (CDs0D, 99,9%).

Todos os reagentes e solventes foram usados sem purificacéo prévia.

A silica gel utilizada nas separacfes cromatograficas, com um diametro de poro de 6 nm
e tamanho de particula de 35-70 um foi adquirida da Acros Organic. Para a cromatografia de
camada delgada (CCD) foram usadas placas de silica gel 60 com o indicador fluorescente em
254 nm da marca Macherey-Nagel. Para a cromatografia de camada delgada preparativa foram

usadas placas comerciais de silica gel 60 da marca Scientific Adsorbents Incorporate.
1.3.2 Reacéo aldolica entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona

Para a analise exploratoria da atividade aldolica das lipases PPL-11 e LRN foi estudada a

reacao entre 0 4-CN-benzaldeido (4-CNB) e a cicloexanona (CHX) (Esquema 1.17).

Esquema 1.17 - Reacdo aldolica entre o 4-cianobenzaldeido e a cicloexanona usada como

modelo na catalise pelas lipases PPL-1l e LRN.

lipase
H,0 (10%),
35°C,120h NC

4-CNB CHX-anti CHX-syn
NC =
CHX-£ CHX-Z
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Esta reacdo pode fornecer como produtos principais os diastereoisdmeros anti e syn com
e seus respectivos enantibmeros, e como produtos secundarios de condensacdo 0s
diastereoisdbmeros CHX-E e CHX-Z (Esquema 1.17).

Para a obtencao dos produtos racémicos CHX-anti e CHX-syn como padrdes nas analises
cromatogréaficas para posterior comparagdo com as reacdes enzimaticas, realizou-se a sintese

racémica usando NH4OH, 4-CN-benzaldeido, cicloexanona e H.O como meio de reacao.

1.3.2.1 Sintese de padrdes racémicos CHX-anti e CHX-syn

Em um baldo de 5 mL foram adicionados 272 mg (2 mmol, 1 eq.) de 4-CN-benzaldeido,
1036 pL (10 mmol, 10 eq.) de cicloexanona e 518 pL de agua destilada. A mistura reacional
foram adicionados 20 mol% (53 pL) de uma solugdo de NH4OH (d 0,880 g/mL, 30% v/v).

O baldo foi tampado com um septo de borracha e permaneceu em agitacdo magnética a
60 °C. A reacdo foi monitorada por CCD e apds 24 h a mistura de reacdo foi extraida em um
funil de separacdo com adicdo de AcOEt (3 x 20 mL). A fase organica foi lavada com 20 mL
de uma solucéo saturada de NaCl. Apos extragdo, a fase organica foi adicionado Na>SO4 anidro,
filtrou o solido e concentrou o produto através da evaporacdo do solvente a pressao reduzida
em rotaevaporador.

A purificacdo da mistura dos diastereoisdmeros racémicos CHX-syn e CHX-anti foi
realizada por cromatografia em coluna (CC) usando silica gel e uma mistura de solventes
contendo hexano e AcOEt (95:5) como fase mével em modo isocratico. O indice de retencdo
foi de 0,4 para o CHX-syn e 0,3 para 0 CHX-anti. Porém, ndo foi possivel ter uma separacédo
total por CC devido a sobreposicdo dos compostos apos ser eluido uma parte do primeiro
diastereoisdbmero (CHX-syn). Devido a dificuldade de purificacdo dos diastereocisomeros
realizou-se também uma purificacdo por CCD. Foram aplicados em cada placa de CCD
analitica quantidade inferior a 20 mg de amostras e eluidas com uma mistura de hexano e éter
etilico (4:6). Em seguida retirou a amostra retida na silica com uma espatula e colocou em um
frasco béquer, adicionou 10 mL de AcOEt e deixou em ultrasson por 15 minutos. Em seguida,

filtrou a silica, removeu o solvente no rotaevaporador e analisou por RMN.
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1.3.2.2 Reacédo aldolica biocatalisada por lipases PPL-11 e LRN

Em um baldo de 5 mL adicionou-se a lipase (100 mg), a cicloexanona (518,2 uL, 5 mmol,
5 eq.), H20 (52 pL, 10% v/v) e o 4-cianobenzaldeido (136,134 mg, 1,0 mmol). A reacéo foi
mantida em agitacdo magnética a temperatura de 35 °C £+ 3 °C e 500 rpm. Foi monitorada por
métodos cromatogréficos, como a cromatografia em camada delgada e HPLC-UV a cada 24,
48,72 e 96 h.

Procedimento de extracdo das aliquotas: A cada 24, 48, 72 e 96 h de reacdo foram
tomadas aliquotas de 200 pL em tubos Falcon de 15 mL. Em seguida foram adicionados 800
pL de dgua destilada e 2 mL de AcOEt. A mistura foi agitada manualmente por £ 30 segundos
e submetida a centrifugacdo a 600 rpm X 5 min. A fase organica foi separada com uma pipeta
de Pasteur. A extracdo foi realizada em triplicata. A fase organica foi evaporada a pressédo
reduzida utilizando um rotaevaporador e o extrato bruto foi diluido em 5 mL de isopropanol

grau cromatografico para posterior analise em HPLC-UV (Secéo 3.3.1).

1.3.2.3 Reacdo alddlica controle (branco)

A reacdo controle ou branco consistiu na mistura dos reagentes na mesma ordem de
adicdo e quantidades, exceto a enzima a qual ndo foi adicionada. Em seguida a reacdo também
foi mantida nas mesmas condi¢Ges de tempo, agitacao e temperatura, assim como a extracdo e

a analise foram idénticas a reacdo catalisada (Secdo 1.3.2.2).

1.3.3 Meétodos de analise, identificacdo e caracterizacdo estrutural dos
produtos CHX-anti e CHX-syn

1.3.3.1 Anadlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As reacgOes catalisadas pelas lipases PPL-Il1 e LRN foram analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC-UV) em um cromatografo Shimadzu2010: controlador de
sistema CBM-20A, bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-20A5, amostrador automatico
SIL-20AHT, forno de coluna CTO-20A e detector UV-VIS SPD-M20A. Colunas: Chiralpack
AD-H da Daicel (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm, 5 um).
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Para a analise cromatogréafica aquiral da reacdo entre o 4-CN-benzaldeido e a
cicloexanona foi usada uma coluna Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm, 5 um), um método
isocratico de eluicdo com os solventes hexano e isopropanol (90:10), fluxo 0,5 mL/min, A =
233 nm e tempo de analise 30 min. A analise em coluna quiral foi realizada em uma coluna
Chiralpak AD-H (250 mm x 4,6 mm, 5 um) empregando uma fase mdvel de hexano e

isopropanol (90:10), fluxo 0,5 mL/min, A = 233 nm, tempo de analise 60 min.

1.3.3.2 Obtencdo de curvas analiticas para a quantificacdo dos produtos CHX-

anti e CHX-syn e o 4-cianobenzaldeido

Foram obtidas as curvas analiticas para os produtos aldol CHX-syn e CHX-anti e 0 4-
CN-benzaldeido dentro do intervalo de linearidade da relacdo entre a absorbancia e a
concentracdo. As solucdes dos padrdes foram analisadas no mesmo método que foi empregado
para amostras descrito na Sec¢éo 1.3.3.1.

Para 0 4-CN-benzaldeido foram preparadas solu¢des do padrdo de 25, 100, 200, 300 e
500 ppm a partir de uma solucao estoque de 2000 ppm.

Para os aldois CHX-syn e CHX-anti foram preparadas solucdes dos padrdes de 25, 100,
200, 300 e 500 ppm a partir de uma solugéo estoque de 2500 ppm.

Os resultados médios de resposta obtidos de triplicatas para cada nivel de concentracédo
foram tratados estatisticamente, com base no modelo da regressdo linear. Foram obtidos os
parametros da equacéo de primeira ordem que correspondem ao coeficiente de correlacéo linear
e a inclinagdo da curva (Tabela 1.4).

Tabela 1.4. Pardmetros das equagOes das curvas analiticas obtidas das analises dos padrdes CHX-anti
e CHX-syn e para 4-cianobenzaldeido por HPLC

Linearidade  Coeficiente angular Intercepto

composto (mo/L) (mo/L) (mo/L) ©

4-CN-benzaldeido 0-500 99731 0,0 0,9989
CHX-syn 0-500 82400 0,0 0,9993
CHX-anti 0-500 82666 0,0 0,9951
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1.3.3.3 Determinacao de rendimento, diastereosseletividade e
enantiosseletividade dos produtos alddlicos da reacdo entre o 4-
cianobenzaldeido e a cicloexanona catalisadas pelas enzimas PPL-I11 e
LRN

O rendimento da reacéo entre o 4-cianobenzaldeido e a cicloexanona foi calculado a partir
da quantidade obtida de produtos puros apdés a purificacdo por cromatografia em coluna
utilizando silica gel ou em placas analiticas por CCD. A razdo diastereoisomérica foi
determinada por HPLC-UV, usando uma coluna aquiral Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6
mm, 5 um) e calculada a partir das Equacdes 1.1 e 1.2.

Os excessos enantioméricos foram determinados a partir da diferencga das areas dos picos
dos enantibmeros sobre a soma das areas dos enantibmeros (Equacdo 1.3) obtidas dos

cromatogramas por HPLC-UV quiral, usando a coluna Chiralpak AD-H da Daicel (250 mm x

4,6 mm, 5 um).
drea syn Equacéo 1.1
rd.syn = - —
area anti + area syn
Equacéo 1.2
rd.anti = 100 — rd. syn
_ es_ep Equacéo 1.3

ee =
€s +€R

1.3.3.2 Purificacdo dos produtos da reacdo alddlica entre o 4-
cianobenzaldeido e a cicloexanona catalisadas pelas enzimas PPL-
I1e LRN

No monitoramento das reacgdes foi usada CCD. Na purificagdo dos produtos de adi¢do
aldolica (CHX-syn e CHX-anti) utilizou-se a cromatografia em coluna com silica gel 60 como
fase estacionaria e empregou-se uma mistura de solventes composta de hexano e AcOEt (95:5).
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1.3.3.3  Espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear

A identificacdo estrutural dos diastereoisdmeros CHX-syn e CHX-anti foi realizada por
RMN de 'H e de C.

Os dados espectroscopicos de RMN de H e 13C foram adquiridos no equipamento marca
Agilent Technologies Modelo 500/54 Premium Shielded ou modelo 400/54 Premium Shielded
da Central de Analises Quimicas Instrumentais (CAQI-USP). A frequéncia de operacao foi de
400 ou 500 MHz para os nlcleos de *H e de 100 ou 125 MHz para os nicleos de C,
respectivamente.

O solvente cloroférmio deuterado (CDCI3) contendo tetrametilsilano (TMS) foi usado
para solubilizar as amostras.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm e as constantes de acoplamento
(J) em Hz. As multiplicidades dos sinais no espectro de RMN de *H foram designadas como: s
(simpleto), d (dupleto), t (tripleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), g (quarteto),

m (multipleto), dentre outras.

1.3.3.4 Espectrometria de massas com ionizacao por electrospray

As andlises de Espectrometria de Massas com lonizagdo por Electrospray (EM-IES)
foram realizadas no Laboratério de Cromatografia do Instituto de Quimica de Sdo Carlos
(CROMAV/IQSC-USP) pelo técnico Dr. Guilherme Miola Titato. Foi utilizado um
espectrometro de massas micrOTOF-QII da marca Daltonics (Bremen, Alemanha), equipado
com dois quadrupolos e um detector de tempo de voo. Como fonte de ionizagdo um sistema
electrospray (ESI). A amostra foi introduzida por uma bomba/seringa em uma vazdo de 3
puL/min. A fonte de ionizacdo foi usada no modo positivo e as condi¢bes de ionizagcdo foram:
voltagem do cone, 4,0 kV; fluxo de gas de secagem, 8,0 L/min; pressdo de nebulizacdo de gas,
4 bar e a temperatura da fonte foi de 200 °C. O modo de aquisicdo de dados foi MS completo
(o intervalo quadrupolo m/z foi definido de 50 a 3000 Da a uma taxa de 1,0 Hz) e 0 modo
MS/MS. O processamento de dados foi realizado com software Data Analysis (versao 4.1) da

Bruker Daltonics.
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1.3.3.5 Medidas de rotacdo oOtica dos enantiomeros CHX-anti e CHX-syn

As medidas de rotacdo Otica foram realizadas na CAQI-IQSC e adquiridas em um
polarimetro Jasco modelo P-2000, equipado com lampada de sddio (A = 589 nm). As amostras
foram dissolvidas em CHCIs grau espectroscopico e as medicOes realizadas a 25 °C. As

concentragdes foram expressas em g/100 mL.

1.3.3.6 Eletroforese unidimensional de gel de poliacrilamida de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) para as enzimas PPL-11 e LRN

Esta metodologia foi realizada em colaboracdo com a professora Dra. Fernanda Canduri
(1QSC-USP). O método foi baseado no protocolo estabelecido por Laemli (61). Em um tubo
Eppendorf de 1 mL com 20 pL de uma solucéo de enzima em &gua destilada foram adicionados
20 pL de tampéo Tris-HCI 100mM pH 6,8 contendo 0,2% de azul de bromofenol, 20% de
glicerol, 4% (w/v) de SDS e 200 mM de mercaptoetanol. Em seguida foram aquecidos a 95 °C
por 5 min antes de serem carregados em uma unidade electroforética (Bio-Rad). Amostras de
20 pL carregadas inicialmente no gel de empilhamento SDS contendo 4,5% (w/v) de
poliacrilamida, passaram para o gel de resolugdo SDS contendo 15% (w/v) de poliacrilamida
da Thermo Scientific. Foi usado tampé&o Tris—HCI 20 mM de pH 8,3, contendo glicina 20 mM
e SDS 0,1%. A separacdo electroforética levou um tempo de aproximadamente 45 minutos a
100 V. As proteinas foram coradas com azul de Coomassie e descoradas em &gua atraves de

lavagens sucessivas.

1.3.3.7 Determinacio da atividade enzimatica da PPL-11

Como o intuito de determinar a atividade da PPL-II no transcurso da reacdo alddlica
foram retiradas aliquotas do meio de reacdo em determinados intervalos de tempos e realizadas

as medicOes da atividade enzimatica.
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1.3.3.8 Preparacdo das solugbes usadas na determinacdo da atividade

enzimatica

Emulséo de tributirina 30 mM

Em um baldo volumétrico de 100 mL foram adicionados 907 mg (879 pL) de tributirina
(>98,5%) dissolvidos em 100 mL de tampdo fosfato 5 mM (Na:HPO4/KH2POs4, pH 7,7)
contendo NaCl 100 mM e 3,5% de Triton X-100. Esta mistura foi mantida sob agitacéo

magnética a 1200 rpm durante 15 min.

Vermelho de fenol 0,02%
Em um baldo volumétrico de 10 mL foram adicionados 2 mg de vermelho de fenol, os
quais foram diluidos em 10 mL de tampao fosfato 5 mM (NazHPO4/KH2PO., pH 7,7).

Extracéo de aliquotas da mistura reacional e medi¢éo da absorbancia

Em um bal&o de 10 mL foram solubilizados 0,5 mmol de 4-CN-benzaldeido em 2250 pL
de cicloexanona, e adicionado 50 mg de enzima diluida previamente em H2O. Aliquotas de 20
puL foram retiradas do meio reacional e diluidas em 180 pL de tampédo fosfato 5 mM
(Na2HPO4/KH2PO4, pH 7,7) em tempos de 20 min, 2, 24 e 72 h para a medicdo da atividade
enzimatica. Em uma cela de quartzo foram adicionados 1850 pL de emulsdo de tributirina, 100
uL de solucdo de vermelho de fenol 0,02% e 50 pL da aliquota da reacdo diluida. A leitura de

absorbancia foi realizada em 580 nm em um espectrofotémetro Shimadzu UV-1800.

1.3.3.9 Curva analitica do acido butirico

Em baldes volumétricos de 5 mL foram preparadas solugdes padrdo por triplicata para as
concentragdes de acido butirico de 0,3 mM; 0,6 mM; 0,9 mM; 1,2 mM e 1,5 mM a partir de
diluicbes de uma solucdo estoque de acido butirico 30 mM em emulsdo de tributirina. Nas
solucBes padrdo também foram adicionados solucao de vermelho de fenol 0,02% (238 L) e 50
pL da mistura reacional original (sem enzima) diluida previamente em 10 vezes em tampéo
fosfato 5 mM (NaHPO4/KH2POs, pH 7,7). O volume foi completado para 5 mL com a emulséo
de tributirina. Foi obtida a equac&o da reta a partir das absorbancias correspondente as solucGes
padrdo (Equacéo 1.4).

Abs = —0,1247Conc + 0,2328 (R* = 0,9178) Equagdo 1.4
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1.3.4 Outros equipamentos utilizados

Balanca analitica Shimadzu modelo AY-220, rotaevaporadores das marcas Fisaton e
Tecnal modelo T-210, equipados com sistema de refrigeracdo Tecnal modelo TE-2005 e bomba
de vacuo de membrana Edwards D-LAB 10 series. Vortex AV-2 marca Gehaka, centrifuga da

Hermle modelo Z-200A e centrifuga de Hitachi CR22Gl11 e aparelho de ponto de fuséo Fisaton
modelo 431.
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo inicial deste trabalho foi selecionada a reacdo entre o 4-CN-benzaldeido e a
cicloexanona como modelo para avaliar a promiscuidade de enzimas hidrolases frente a reacdo
aldolica. A reacdo foi também catalisada quimicamente com NHsOH para critério de
comparacdo de rendimento, diastereosseletividade, bem como para a producdo de padrbes
analiticos para o uso nas andlises cromatograficas em colunas aquiral e quiral dos
diastereoisdomeros CHX-syn e CHX-anti e seus respectivos enantibmeros. Ainda foram
realizadas reagdes controles, ou seja, na auséncia das enzimas para verificar os efeitos
cataliticos das mesmas.

Na literatura, estudos mostraram que o uso de NH4OH como catalisador renderam 0s
produtos alddlicos em 82%, diastereosseletividade de 50:50 e sem excesso enantiomérico para
a reacdo aldolica entre o 4-CN-benzaldeido e a cicloexanonaem 1 h (62). Enquanto o resultado
obtido no presente trabalho o NH4OH forneceu 63% de rendimento e razdo diastereoisomérica
de 57:43 (CHX-syn:CHX-anti) em 1 h de reacdo. Portanto, nossos resultados favoreceram
ligeiramente o diastereoisdmero CHX-syn embora em menor rendimento. Possivelmente pode

ter ocorrido um enriquecimento diastereoisomérico durante o processo de purificagéo.

1.4.1 Caracterizacdo espectroscopica dos diastereoisbmeros CHX-anti e
CHX-syn por RMN

Os produtos diastereocisoméricos CHX-anti e CHX-syn da reacdo alddlica entre o 4-CN-
benzaldeido e a cicloexanona foram isolados, purificados e identificados espectroscopicamente.
Assim, os deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos dos diastereoisdmeros CHX-anti
e CHX-syn apresentaram sinais caracteristicos nos espectros de RMN H e 3C, os quais
possibilitaram a sua identificacdo, como o deslocamento quimico do préton metinico no
espectro de RMN de 'H (CH-OH).

Em meio apolar € esperado que ocorra uma ligagéo de hidrogénio favoravel entre o grupo
OH e o oxigénio do grupo carbonila. Os prétons metinicos Ha € Hg (Figura 1.7) adotam as
conformagBes gauche, as quais conduzem a acoplamentos com 3J entre 3-4 Hz, quando
comparadas a conformagcéo anti dos hidrogénios metinicos Ha e Hg com 2J entre 10-12 Hz (36-
38). Assim, a 3J observada no espectro de RMN de ‘H corresponde a um valor médio dos

acoplamentos gerados pelas conformacGes gauche e anti. Vale destacar que estes valores
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referem-se a sistemas aciclicos. O valor da 3J encontrada no nosso sistema contendo o anel

cicloexanona foi menor no diastereoisomero CHX-syn (2,1 Hz) e maior no CHX-anti (8,42 Hz).

Figura 1.7. Conformacdes gauche e anti nos diastereoisdmeros CHX-anti e CHX-syn relacionadas
com suas constantes de acoplamento 2J no espectro de RMN de H.

H H
,H\ IH\O \O / \O O,H\
(e}
| 9 Q| Ha CHj3 o | | Q
HA _— H3C o HA I CH3
R ) R 7 pp H R ™~ R
Ph Hg Ph ® | |ph Hg Ph Hg
CH3 HAj R O CH3 HU
Jag = 3-4 Hz Jag = 3-4 Hz Nao ligante | |Jag = 10-12 Hz Jag = 3-4 Hz
Syn (Jag = 6,5 HZ) Anti (Jag = 8,5 Hz)

Fonte: adaptado de https://www.chem.wisc.edu/areas/reich/nmr/05-hmr-05-3j.htm

O aldol CHX-syn apresentou um sinal em 6 5,43 (1H, banda larga) (Figura 1.8) cujo
valor foi de 3J = 2,1 Hz, a qual foi calculada a partir do respectivo sinal obtido no espectro da

Figura 1.9 adquirido ap6s a adicdo de uma gota de 6xido de deutério (D20), pois sem a presenca
de D20 ndo foi possivel observar o dupleto.

Figura 1.8. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do produto aldol CHX-syn obtido por catélise
bésica com NHsOH na auséncia de D-O.
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Figura 1.9. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do aldol CHX-syn com adicédo de DO.
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No espectro de RMN de H na Figura 1.9 além de ser observado o dupleto para 0 H7
carbinolico, observou-se também uma mudanca na intensidade e na multiplicidade do
hidrogénio da hidroxila (5 3,18), que em CDCls correspondeu a um singleto, na presenca de
D20 tornou-se um dupleto de intensidade baixa devido a troca de D-O.

Para o isbmero CHX-anti o hidrogénio carbindlico H7 foi observado um dupleto em &
4,83 (Figura 1.10) com 3J = 8,42 Hz, ndo exibindo diferenca com as constantes de acoplamento
presentadas nos sistemas aciclicos (66).

O espectro de RMN de 3C para o aldol CHX-syn, mostrado na Figura 1.11, apresentou
doze sinais espectrais referentes aos 14 carbonos da molécula. Sendo que os carbonos
aromaticos C9 e C13 e os carbonos C10 e C12 apresentaram sinais idénticos em o6 126,7 e o

132,2, respectivamente. O sinal correspondente a carbonila observou-se em & 214,3.
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Figura 1.10. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do aldol CHX-anti obtido por catélise basica
com NH;OH.
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Figura 1.11. Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDClIs) do aldol CHX-syn obtido por catalise com
NH4OH.
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O sinal em & 147,1 foi atribuido ao carbono sp® aromatico C8 por encontrar-se
desblindado devido ao efeito retirador de elétrons do grupo substituinte p-CN. O carbono C11
do anel aromaético, ligado ao CN, teve um deslocamento quimico em 111 ppm. O sinal em &
119 correspondeu ao carbono do grupo ciano. O carbono mais desblindado em & 70,3
correspondeu ao carbinolico. Outros sinais obtidos no espectro corresponderam aos carbonos
C2 ¢ C6, vicinais a carbonila em 6 56,9 e 6 42,8, respectivamente. Enquanto, os carbonos C3,

C4 e C5 foram atribuidos aos sinais em 6 26,0; 28,0 ¢ 24,9, respectivamente.

1.4.2 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia da reacéo alddlica

entre o0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona

Com o intuito de realizar uma analise comparativa das reac6es biocatalisadas e a reacdo
catalisada quimicamente foram construidas curvas analiticas para o 4-CN-benzaldeido e para
os produtos de adi¢do alddlica, o CHX-anti e 0 CHX-syn, usando HPLC-UV em modo reverso.
A partir das curvas analiticas (Apéndice) foram obtidas as equac@es correspondentes calculadas
no programa EXCEL (Tabela 1.5). O intercepto nestes casos foi forcado a passar por zero pois,
na auséncia da substancia a absortividade foi zero.

A partir das equacOes das curvas analiticas foram calculadas as concentragBes destas
substancias para as reacdes catalisadas e ndo catalisadas.

Tabela 1.5. EquacGes das curvas analiticas obtidas por andlise HPLC-aquiral para as reagdes aldolicas

entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona catalisadas pelas lipases PPL Il e LRN.

Composto Equacdo da curva analitica r2
4-CN-benzaldeido Area=99731 x ¢ 0,9989
CHX-anti Area = 82666 x C 0,9951
CHX-syn Area = 88400 x ¢ 0,9993

¢ = concentragdo; r? = coeficiente de correlagdo linear.

65



Capitulo 1 Resultados e Discussao

1.4.2.1 Andlises por HPLC-UV dos produtos da reacdo alddlica catalisada

guimicamente por NHsOH

No cromatograma obtido da analise por HPLC-UV do bruto da reacdo entre o 4-CN-
benzaldeido e a cicloexanona catalisada por NH4OH (Figura 1.12) foi observado a presenca de
5 picos com tempos de retengdo tr, entre 10,32 e 16,93 minutos. O primeiro pico com tr de
10,32 min correspondeu ao aldeido remanescente da reagdo. Os picos com tr de 14,5 e 13,2
minutos corresponderam aos produtos diastereoisoméricos CHX-anti e CHX-syn,
respectivamente. Os picos de intensidades baixas (tr = 16,1 e 16,9 min) possivelmente
corresponderam aos produtos de desidratacdo (E/Z), cuja massa foi constatada por CG-EM, mas
né&o foram confirmados com padrdes ou por isolamento e caraterizacdo. A cicloexanona néo foi

detectada por ndo apresentar absorcéo no UV-Vis.

Figura 1.12. Cromatograma obtido por HPLC-UV da reagéo entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona

catalisada por NHsOH.
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Condigdes de analises cromatograficas (HPLC-UV): Coluna aquiral Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm, 5
pm), hexano e i-prOH (90:10), fluxo 0,5 mL/min, 233 nm.

Na Tabela 1.6 estdo apresentados os valores de rendimento e diastereosseletividade
quando a reacdo de adigdo alddlica entre o 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona foi catalisada
por NHsOH. A composicéo dos diastereoisdmeros foi de 57% para o aldol CHX-syn e de 43%
para o aldol CHX-anti.

66



Capitulo 1 Resultados e Discussao

Tabela 1.6. Valores de rendimento e diastereosseletividade dos diastereoisomeros CHX-syn e CHX-
anti da reacéo aldolica catalisada com NH4OH.

Tempo (h) Rendimento prod. aldol (%) Diastereosseletividade (anti:syn)*
24 63 43:57

*Dados obtidos das analises por cromatografia aquiral, associados aos cromatogramas da Figura 1.13.

Os produtos diastereoisoméricos CHX-anti e CHX-syn foram purificados por
cromatografia em coluna usando silica gel e uma mistura de hexano e AcOEt (95:5). O

cromatograma obtido apds a purificacdo estd mostrado na Figura 1.13.

Figura 1.13. Cromatograma obtido por HPLC-UV dos diastereoisdmeros CHX-anti e CHX-syn apés

serem purificados por cromatografia em coluna da reacéo aldolica catalisada com NH4OH.

o =

233 nm

1250 Y
] Ik
4 \l
= 10004 o oH ‘l g
< ] 0
- oo, =l
; 750 Sy ‘ l‘\ O OH
§” | = &
] | . :
©
2 s00] B Sn
c ] | |
] ] b
- ] . I\\
£ 2504 ]
] ] [ 3
] = N o
] b /R
———
0 5 10 15 20

Tempo (min)

CondicGes de andlises cromatograficas (HPLC-UV): Coluna aquiral Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm, 5
pm), hexano e i-prOH (90:10), fluxo 0,5 mL/min, 233 nm, volume de injecdo da amostra: 10 pL.

Para o isolamento de cada par de diastereoisdmeros CHX-syn e CHX-anti foi realizada
uma purificacdo por CCD em placa analitica contendo o indicador fluorescente em 254 nm (20
x 20 cm?). Utilizou-se uma mistura de eluente contendo hexano e Et;O (4:6). Os cromatogramas
obtidos estdo apresentados na Figura 1.14. Como pode ser observado, a purificagdo por CCD

analitica ndo resultou em 100% de cada diastereoisémero.
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Figura 1.14. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV dos diastereoisomeros CHX-anti e CHX-syn da
reacdo alddlica catalisada por NH4OH apds serem purificados por CCD analitica.

uV(x1,000,000)

3.0 23
2.5+
o] OH
2.0]
fﬁ*@k —
1.5 S
1.0+

0.5+

Intensidade

0.0

-0.5

Tempo (min)

Condigdes de analises cromatograficas (HPLC-UV): Coluna aquiral Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm, 5
pum), hexano e i-prOH (90:10), fluxo 0,5 mL/min, 233 nm, volume de inje¢do da amostra: 10 pL.

1.4.2.2 Andlises por HPLC-UV da reacdo aldolica entre o 4-CN-
benzaldeido e a cicloexanona catalisada pelas enzimas PPL-II e
LRN

As reacdes entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona foram catalisadas pelas enzimas
LRN e PPL-II as quais foram selecionadas de acordo com resultados prévios obtidos para a
adicao aldolica entre 0 4-NO2-benzaldeido e a cicloexanona por Birolli et al. (60) e alguns dados
da literatura (20, 21, 30, 31, 39).

A anélise por HPLC da reacdo alddlica entre o 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona
catalisada pela PPL-II, ao longo do tempo, através de aliquotas coletadas a cada 24 horas até
96 horas permitiu obter uma sequéncia de cromatogramas, 0s quais foram comparados na
Figura 1.15.

A sequéncia dos cromatogramas da Figura 1.15 permitiu observar o progresso da reacéo
aldodlica catalisada por PPL-II. Durante as primeiras 24 h além dos produtos de adicdo CHX-
anti (tr = 15,9 min) e CHX-syn (tr = 14,2 min) ocorreu a formagéo dos produtos de condensacgéo
(CHX-E e CHX-Z, tr = 19,6 e 18,5 min). Estes produtos de condensacdo desapareceram ao
longo da reacéo até ndo serem mais detectados ap0os 96 h. O desaparecimento desses cCompostos
possivelmente ocorreu devido a adicdo de &gua, o0 que justificaria o aumento da
diastereosseletividade CHX-anti ao longo da reacdo. Porém, ndo foi possivel fazer uma

comprovagéo dessa constatagéo.
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Figura 1.15. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da reacéo alddlica entre o 4-CN-benzaldeido e
a cicloexanona catalisada por PPL-11 ao longo do tempo reacional.
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Condigdes de analises cromatogréficas (HPLC-UV): Coluna aquiral Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm,
5 pum), hexano e i-prOH (90:10), fluxo 0,5 mL/min, 233 nm, volume de injecéo da amostra: 10 pL.

Na Tabela 1.7, encontram-se resumidas as conversdes e as diastereosseletividades
obtidas ao longo das 96 h, quando a reacéo de adicdo alddlica foi catalisada pela PPL-11. Apos
24 h de reacdo a diastereosseletividade favoreceu ligeiramente o diastereoisomero CHX-anti.
Apbs 48 h de reacdo a diastereosseletividade anti aumentou e se manteve em um valor constante
de 81:19 até 96 h. Enquanto o rendimento para 0 CHX-syn foi maximo em 72 h e apresentou
um ligeiro decaimento em 96 h. As conversdes foram obtidas das equacdes das curvas analiticas
da Tabela 1.5 e multiplicados pelo correspondente fator de diluicdo.

Tabela 1.7. Conversdes e diastereosseletividades obtidas para a reacdo de adigdo aldolica entre 0 4-CN-

benzaldeido e a cicloexanona catalisada pela PPL-II, analisadas por HPLC-UV aquiral.

Tempo [h] Conversdo prod. aldol [%] Diastereosseletividade [anti:syn]
24 50 56:44
48 64 82:18
72 68 81:19
96 61 81:19

Dados obtidos das analises por cromatografia aquiral, associados aos cromatogramas da Figura 1.15.
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A Figura 1.16 apresenta o progresso da reagdo de adicdo alddlica entre o 4-CN-
benzaldeido e a cicloexanona catalisada pela LRN. Nesse caso além de serem observados 0s
picos correspondentes aos compostos de adicdo alddlica CHX-anti e CHX-syn, apareceram
também os picos correspondentes aos compostos de condensacdo alddlica. Estes ultimos
aumentaram a conversao ao longo do tempo, comportamento oposto a reacdo catalisada pela
PPL-11 sob condicdes idénticas de reagdo. Os dados de conversdes e diastereosseletividades

conforme o progresso da reacdo foram apresentados na Tabela 1.8.

Figura 1.16. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da reagdo aldélica entre o 4-CN-benzaldeido e
a cicloexanona catalisada pela LRN.
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Condigdes de analises cromatogréficas (HPLC-UV): Coluna aquiral Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm,
5 um), hexano e i-prOH (90:10), fluxo 0,5 mL/min, 233 nm, volume de injecdo da amostra: 10 pL.

Tabela 1.8. Conversdes e diastereosseletividades obtidas para a reacdo de adi¢do alddlica entre 0 4-CN-

benzaldeido e a cicloexanona catalisada pela LRN, analisadas por HPLC-UV aquiral.

Tempo [h] Conversdo prod. aldol [%] Diastereosseletividade [anti:syn]
24 5 70:30
48 18 73:27
72 26 73:27
96 28 73:27

Dados das analises por cromatografia aquiral, associados aos cromatogramas da Figura 1.16.

A catélise com LRN forneceu os produtos da condensagdo aldélica CHX-E e CHX-Z em
quantidades significativas como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 1.16, sendo

que cada produto foi formado em quantidades distintas, porém estes compostos ndo foram
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isolados e nem quantificados. Destaca-se que diferentemente da PPL-Il, a LRN além de
promover a adicdo aldolica, também se mostrou promiscua frente a reacdo de condensagdo
aldolica fornececendo em quantidades significativas dos diastereoisdmeros CHX-E e CHX-Z.

Com o intuito de estabelecer comparac6es entre os dois biocatalisadores foram realizados
os graficos da variacdo da concentracdo do 4-CN-benzaldeido e dos produtos
diastereoisoméricos CHX-syn e CHX-anti através do tempo, os quais estdo apresentados na

Figura 1.17A para a catalise com PPL-I1 e Figura 1.17B para a catalise com LRN.

Figura 1.17. Monitoramento da reacdo aldolica entre o 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona catalisada
pelas enzimas PPL Il e LRN.
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A. Reacdo alddlica catalisada por PPL-II. B. Reacdo alddlica catalisada por LRN.

Através dos dados das curvas analiticas da Figura 1.17 observou-se claramente o
progresso das reagdes com as enzimas PPL-Il e LRN em relagdo ao consumo do substrato 4-
CN-benzaldeido e a formacéo dos produtos aldolicos CHX-anti e CHX-syn.

Na catalise com a PPL-II o decréscimo da concentracdo do 4-CN-benzaldeido durante as
24 h foi mais pronunciado do que na reacao catalisada pela LRN. Apds este periodo reacional
a concentracdo do 4-CN-benzaldeido permaneceu quase que constante, em 3,5 % do valor
inicial (100%, 950 ppm) em 96 h quando foi usada a PPL-Il como catalisador. Contudo, na
presenca da LRN a reacdo aldolica ocorreu mais lentamente e a concentragdo do 4-CN-
benzaldeido permaneceu em 26% apos 96 h de reacao.

Na reacdo catalisada pela PPL-1I a converséo dos diastereoismeros CHX-syn e CHX-
anti aumentou até 24 h de 23 e 27 % (11456 e 12960 ppm), respectivamente. Apds 72 h a
conversao do aldol CHX-anti aumentou significativamente para 54% (26150 ppm). Enquanto

a conversdo do aldol CHX-syn diminuiu para 14% (6908 ppm). Em 96 h de reacdo a converséo
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do aldol CHX-anti diminuiu até 44% (21400 ppm) e o aldol CHX-syn aumentou sutilmente até
17% (8100 ppm). As oscilagdes entre as concentracfes dos produtos CHX-syn e CHX-anti ao
longo do tempo reacional evidencia um comportamento catalitico da lipase frente as reacdes de
adicdo e condensacao que precisam ser investigados em maiores detalhes, como o estudo da
reacao retro-aldol de cada produto de condensacéo syn e anti.

Quando o catalisador utilizado na reagdo de adicdo alddlica foi a LRN, a concentracéo
dos aldois (CHX-syn e CHX-anti) aumentou em uma taxa de conversdo menor quando
comparada com a catalise pela PPL-1l. Com a LRN também foi favorecido o aldol CHX-anti
em uma conversao de 49% (10003 ppm), enquanto foi de 7% (3488 ppm) para 0 CHX-syn apds
96 h. Novamente destaca-se a formacao dos produtos de condensacéo aldélica CHX-E e CHX-
Z estaveis ao longo do tempo de reacdo pela LRN. Inclusive observou-se um diastereocisomero
majoritario em 96 h de reacdo, requerendo um estudo mais detalhado desse comportamento
frente a LRN.

1.4.3 Reagdo alddlica controle entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona na

auséncia de enzima

Para confirmar o efeito catalitico das enzimas PPL-11 e LRN usadas nas reac6es alddlicas
promiscuas entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona foram realizadas reacGes controles na
auséncia das enzimas. Através das analises cromatograficas por HPLC-UV verificou-se a
presenca de 85 % de 4-CN-benzaldeido remanescente ap6s 96 h de reacdo e uma conversdo do
aldol CHX-syn de 0,6% (324 ppm), enquanto o diastereoisbmero CHX-anti ndo foi detectado.
Portanto, concluiu-se que a reacdo aldélica na ausénca de lipases era desprezivel ja que produziu
somente 0 CHX-syn em 0,6% rendimento apds 96h de reacdo. Os resultados das analises
cromatograficas em coluna aquiral das aliquotas analisadas no monitoramento da reacdo

controle estdo descritos na Tabela 1.9.

Tabela 1.9. Conversdes e diastereosseletividades obtidas para a reacdo de adigédo aldolica entre 0 4-CN-

benzaldeido e a cicloexanona na auséncia de catalisador, analisadas por HPLC-UV aquiral.

Tempo [h] Conversdo prod. aldol [%] 4-CN-benzaldeido remanescente [%)]
24 0,3 87
48 Nd 85
96 0,6 84
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Dados das analises por cromatografia aquiral, associados aos cromatogramas da Figura 1.18. Nd: Néo detectado

Figura 1.18. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da reagdo aldolica entre o 4-CN-benzaldeido e

a cicloexanona na auséncia de lipases.
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Condigdes de andlises cromatogréaficas (HPLC-UV): Coluna aquiral Shim-Pack CLC-CN (150 mm x 4,6 mm,
5 pum), hexano: i-prOH (90:10), fluxo 0,5 mL/min, 233 nm, volume de inje¢do da amostra: 10 pL, A =233 nm.

1.4.2.3 Enantiosseletividade da reacdo aldolica entre o 4-CN-

benzaldeido e a cicloexanona

A mistura de diastereoisébmeros CHX-syn e CHX-anti foi analisada por cromatografia em
fase normal, usando a coluna quiral Daicel Chiralpak AD-H. Os excessos enantioméricos foram
calculados a partir das areas obtidas na analise por HPLC-UV quiral, cujos cromatogramas
estdo apresentados na Figura 1.19. Os tr = 26,0 e 31.1 min corresponderam ao par de
enantiébmeros do aldol CHX-syn e aqueles em tr = 35,3 e 44,4 min corresponderam ao par de
enantidmeros do aldol CHX-anti.

Os excessos enantioméricos calculados para as reagfes catalisadas com NHsOH, PPL-11
e LRN apos 96 h de reacdo, os quais foram previamente purificados por CCD analitica, sdo

apresentados na Tabela 1.10.
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Figura 1.19. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV quiral da mistura de diastereoisdmeros CHX-
anti e CHX-syn das reaces aldolicas catalisadas com NHsOH, PPL-1l e LRN.
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Condigdes para analises cromatogréaficas (HPLC-UV): Coluna Chiralpak AD-H (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
hexano e i-prOH (90:10), fluxo 0,5 mL/min, 233 nm, volume de injecdo da amostra: 10 pL.

Tabela 1.10. Valores de rendimentos, diastereosseletividades e excessos enantioméricos das reacdes

entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona biocatalisadas por PPL-11, LRN e NH4OH.

Lipase % Rend. CHX-anti:CHX-syn ee CHX-anti (%) ee CHX-syn (%)
PPL-II 74 81:19 74 48
LRN 40 73:27 52 15
NH,OH 63 43:57 0 0

Dados das analises por cromatografia quiral, associados aos cromatogramas da Figura 1.19. Rend = rendimento

isolado por cromatografia em coluna para os dois diastereoisémeros.

Uma andlise comparativa dos dados da Tabela 1.10 permitiu concluir que a reacao
catalisada por PPL-II apresentou diastereosseletividade superior a reacdo catalisada por LRN,
favorecendo ligeiramente o isdmero CHX-anti. Contudo, a reacdo catalisada com NH4OH
favoreceu ligeiramente o diastereoisomero CHX-syn.

Em relacdo a enantiosseletividade, a reacdo catalisada com NHsOH ndo apresentou
seletividade para nenhum dos enantidmeros, cujo resultado era esperado para uma catalise ndo
assimétrica. Entretanto, as enzimas PPL-Il e LRN mostraram diferencas nas
enantiosseletividades, sendo que PPL-11 forneceu melhores excessos enantioméricos (ee = 74
% para CHX-anti, ee = e 48 % para CHX-syn) frente a de LRN (ee = 52 % para CHX-anti, ee
= 15 % para CHX-syn).
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1.42.4 Determinacdo da configuracéo absoluta dos produtos aldélicos
CHX-anti e CHX-syn

As configuracdes relativas e absolutas dos produtos foram determinadas por comparacéo
com as descritas para os compostos CHX-anti e CHX-syn por meio da ordem de elui¢do dos
compostos no cromatograma obtidos por HPLC em coluna Chiralpak AD-H (hexano:2-
propanol 95: 0,5), 40 °C, 233 nm, 0,5 mL/min uma vez que ja foi apresentado na literatura
(Tabela 1.11).

Assim o0 enantidmero majoritario CHX-anti correspondeu ao composto (2S,1'R)-2-
(hidroxi-(p-cianofenil) metil) cicloexan-1-ona. O enantibmero majoritdrio CHX-syn

correspondeu ao composto (2R,1'R)-2-(hidroxi-(p-cianofenil) metil) cicloexan-1-ona.

Tabela 1.11. Comparagdo de alguns catalisadores organicos e enzimas para a rea¢do aldélica entre o 4-
CN-benzaldeido e a cicloexanona descritos na literatura.

Catalisadores

Nuclease P1 de Penicillium citrinum E

W O O
Protease de Bacillus licheniformis F
OV LN NP P\ D)L N A N NH

Tripsina de pancreas porcino G

Ficina de latex de figueira H

Quimiopapaina I

Proteinase de Aspergillus melleus J

Lipase de pancreas bovino K

OBn B
> © { Moo
O N COOH (\L\‘\/j Lipase de Rhizopus niveus L
H N" N
H H

OBn 0 Lipase de pancreas porcino M
Catalisador / Solvente, Rend dr. €e g™ Eluente: Hex: i-pr,  tg syn (min) tr anti (min)
tempo, tempo (%) (anti:syn) Fluxo (mL/min) Ref.

e }\detecgéo (nm)
A | Cicloexanona, H,O 74 81:19 74 95:5; 0,5 €233 26,0 maj 33,5 Pres
(10%), 37 °C, 96 h 48 (syn) 31,1 44,3 maj) (2S,1'R)
A | CH;CN, Tampdo fosfato 95 73:27 75 90:10; 0,5 e 254 Néo relatado 24,728 (67)
pH 5,4 (10%), 20 °C, 168 h 31,162 maj
B/ H,0, TFA (0,1 mol%), 25 99 86:14 87 90:10; 0,5 e 254 34.952 47.03 maj (2S,1'R)  (68)
°C,48h 40,982 maj 59.042
C/H0, ta., 9dias 70 75:25 49 98:2; 1,0 €267 23,20 31,98 (69)
27,33 maj 40,88 maj (2S,1'R)
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Contin. Tabela 1.11.
D/H)0,ta.,24h 97 99:1 98 80:20; 0,5 e 254 N&o relatado 379 (70)
46,6 maj (25,1'R)

E /sem solvente, 15°C,165h 43 86:14 91 90:10; 0,5 e 254 Néo relatado 53,9 (49)
68,2 maj (2S,1'R)

F / DMSO, H,0 (13%), 20 59 75:25 51 Néo relatado Nao relatado Nao relatado (43)

°C,47h

G/H;0,30°C, 162 h 47 55:45 54 90:10; 1,0 e 254 19,336 maj 25,818 (44)
22,415 32,57 maj (25,1'R)

H / CHsCN, H,O (15%), 30 21 79:21 7 90:10; 1,0 e 254 21,3 (rac) 28,50 (46)

°C,117h 5 (syn) 21,05 36,93 maj (2S,1'R)

I / CHsCN, Tampdo fosfato 60 72:28 76 90:10; 1,0 e 254 22,739 (rac) 29,9 (45)

pH 4,9 (12%), 30 °C, 240 h 26,296 38,6 maj (2S,1'R)

J / CHCN, H,O (10 %), 30 74 84:16 89 90:10; 0,5 e 254 37,570 maj 50,208 (48)

°C,130h 43,630 63,18 maj (2S,1'R)

K / Tampédo fosfato-citrato 99 67:33 60 80:20; 0,5 e 220 15,1 18,5 (26)

pH 5,6 (12%), 30 °C, 5 dias 16,8 maj 21,8 maj (2S,1'R)

L / DMSO, Tampao imidazol 39 61:39 23 80:20; 0,5 e 225 15,8 (Rac) 19,5 (60)

pH 7,0 (30%), 30 °C, 48 h 17,8 23,9 maj (2S,1'R)

M / Cicloexanona, H,O (5%), 97 79:21 81 80:20; 0,5 e 225 17,1 maj 218 (25)

37°C,72h 32 (syn) 19,2 26,7 maj (2S,1'R)

M / [BMIM][PF6], H.O 88 85:15 80 80:20; 0,5 e 225 Na&o relatado 21,7 (57)

(8%), 37 °C, 168 h 26,2 maj (2S,1'R)

N / sem solvente, &cido 85 31/69 75(syn)  90:10;0,5e 254 34,7 47,0 maj (2S,1'R) (71)

succinico (10 mol%), t.a., 36 40,5 maj (S,'S) 58,8

h

O / sem solvente, 0-3°C, 120 99 35:65 91 (syn) 90:10;0,5e254 36,0 maj (R,'R) (72)

h, sem agitagdo 42,0024

dr. = diastereosseletividade, [a] ee determinado por HPLC em coluna Daicel Chiralpak AD-H, Hex: i-pr =
hexano:isopropanol, tr = tempo de reten¢do, t.a = temperatura ambiente, tr syn = tempo de reten¢do do CHX-syn,
tr anti = tempo de retencdo do CHX-anti, (maj) = majoritario. Pres = presente trabalho. [BMIM][PF¢] = O
hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio. ChCI:Gly = cloreto de colina e glicerol (1:2 mol/mol).

Como observado na Tabela 1.11 houve uma maior quantidade de catalisadores que
favoreceram a obtencédo do aldol CHX-anti. O enantidmero predominante foi o (2S,1'R)-CHX-
anti, e o seu par enantiomérico foi raramente formado (73). O aldol CHX-syn foi produzido,
porém com menor frequéncia, por exemplo, o cat. N levou a formacgéo do aldol (2S,1'S)-CHX-

syn e o cat. O produziu o aldol (2S,1'S)-CHX-syn.
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1.4.3 Determinacéo da pureza das lipases PPL-11 e LRN

A determinagdo da pureza das lipases PPL-1l e LRN foi realizada no laboratorio
coordenado pela Profa. Dra. Fernanda Canduri (IQSC-USP).

A preparacdo comercial das duas lipases empregadas neste trabalho, corresponde aos
extratos 0s quais podem conter algumas proteinas contaminantes que podem inclusive
apresentarem atividades cataliticas, como estearases, proteases e outras lipases (19, 20). De tal
maneira que pode haver interferéncia nos resultados quando usados como biocatalisadores,
apresentando-se falsos positivos ou falsos negativos pelas atividades opostas destas proteinas
contaminantes.

Com o intuito de conhecer o grau de pureza das enzimas comerciais utilizadas foram
realizadas analises pela técnica de eletroforese unidimensional de gel de poliacrilamida de
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Os resultados estdo ilustrados na Figura 1.20, os quais

correspondem aos eletroforegramas obtidos por SDS-PAGE.

Figura 1.20. Eletroforegramas SDS-PAGE das preparac@es comerciais das lipases usadas na reacdo

aldolica, PPL-11 e LRN em concentracdes de 1 a 6 mg/mL.

kDa PPL-I LRN P.M. (KDa)  Proteina Fonte
6 4 2 1 6 4 2 1 mg/mL
116.0- 116,0 B-galactosidase  E. coli
66.2- [— ] _
[ —— = | 66,2 BSA Plasma bovino
45.0- o d i
. vo de galinha
35.0- 45,0 Ovalbumina branco
Lactato ,
25.0- 35,0 desidrogenase Mdsculo de porco
18.4- 25,0 REase Bsp981 E. coli
14.4- 18,4 B-lactoglobulina  Leite bovino
144 Lisozima Ovo de galinha

branco

A partir do eletroforegrama da Figura 1.20 foi estimada a massa molecular (MM) para
cada lipase, pela realizacdo de uma curva analitica da MM (kDa) versus migracéo relativa dos
marcadores moleculares. A preparacdo de PPL-II apresentou quatro bandas. A banda mais
intensa com MM de 60,7 kDa correspondeu a PPL-11. Duas bandas de menores intensidades
com MM de 36,0 e 28,5 kDa, associadas provavelmente a algum tipo de quimiotripsina e
carboxipeptidase. A quarta banda observada apresentou baixa MM (<14 kDa) compativel com
peptideos ou produtos de protedlise. Enquanto para LRN foi calculada uma MM de 76 kDa e
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junto outras duas bandas em 56 e 40 kDa atribuidas a proteinas contaminantes ndo especificadas
pelo fornecedor.

A presenca de outras enzimas no preparado enzimatico pode influenciar os resultados da
reacao. Assim, algumas enzimas presentes como impurezas podem promover a reacao aldolica,
afetando os resultados de rendimentos, seletividades, bem como, formando subprodutos. Desta
maneira, os resultados aqui obtidos referem-se a catélise correspondente as lipases em um

preparado comercial, as quais ndo se encontram totalmente puras.

1.4.4 Determinacdo da atividade enzimatica da PPL-IlI durante a reacado

entre a cicloexanona e o0 4-cianobenzaldeido

Com o intuito de determinar se a PPL-Il apresentava atividade catalitica no solvente
organico (cicloexanona) durante a realizacdo da reacdo aldolica, foi realizado um experimento
para a determinacdo da atividade enzimatica com amostras da enzima coletadas do meio
reacional.

A determinacdo da atividade enzimatica para a enzima PPL-11 foi baseada na hidrdlise de
tributirina emulsificada em Triton X-100 em pH 7,7 e na temperatura ambiente (~30 °C). Os

produtos da hidrolise foram dibutirina, monobutirina e &cido butirico (76) (Esquema 1.18).

Esquema 1.18. Hidrolise de tributirina pela PPL-11 em mircroemulsdo de Triton X-100.

HO/Y\OH

OH
Glicerol

ppL11 o

— =

Acido butirico

As reacg0es catalisadas por lipases ocorrem na interface entre a fase aquosa contendo a
enzima e a fase oleosa, onde esta o triglicerideo (tributirina). A hidrolise de tributirina em acido
butirico e dibutirina é o primeiro passo da reacdo. Com a acumulacédo de dibutirina na interface,
atributirina € concentrada no ndcleo da gota da microemulséo, tornando mais lenta a velocidade
de hidrdlise de tributirina, enquanto ocorre a hidroélise da dibutirina a monobutirina em uma

segunda etapa, a qual se sobrepde com a primeira etapa (76).
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A medicdo da cinética da reacdo de hidrolise foi possivel pelo uso do indicador vermelho
de fenol, o qual apresenta um equilibrio entre duas estruturas moleculares, causado pela
variacdo do pH (Figura 1.21).

A coloracdo da solucdo de vermelho de fenol muda de acordo com a estrutura
predominante em solucdo. No espectro da Figura 1.21 observa-se os dois comprimentos de
onda de mé&xima absorcdo para as duas estruturas. A estrutura I, tem 0 méximo de absor¢do em
430 nm e coloracdo amarela em pH 6,8. Enquanto a estrutura Il apresenta maxima absorbancia
em 560 nm e coloracdo vermelha em pH acima de 8,2. O acompanhamento da reacdo de
hidrélise da tributirina foi feito a 560 nm, monitorando ao desaparecimento da estrutura 11, a
qual é diretamente proporcional ao aumento da concentracdo do acido butirico.

Figura 1.21. Espectro de absor¢do do indicador vermelho de fenol, em pH 7,7 e as estruturas

presentes no equilibrio acido-base.

4
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— 3 |
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N
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Comprimento de onda (L) [nm]

A atividade especifica da enzima foi expressa pela quantidade de acido butirico formado
por minuto, por mg de enzima (mmol.min.mg?). Assim, os valores de absorbancia foram
convertidos em concentracdes de &cido butirico. Para isto, utilizou-se da equacdo da curva
analitica contendo diferentes quantidades de acido butirico emulsificado (entre 0 e 1,5 mM).

Com a equacdo obtida da curva analitica, Abs=-0,1247[C]+0,2328 (R? = 0,9178) o0s
valores de absorbancia foram convertidos em concentracdo de acido butirico. Desta forma foi
possivel determinar a velocidade inicial, a qual ao ser dividida pela quantidade de enzima

forneceu a atividade especifica da enzima.
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A atividade especifica da PPL-11 em tampdo fosfato 5 mM (NazHPO4/KH2POs, pH 7,7)
foi considerada como 100% (1,8x102 mmol min*mg?) e as atividades medidas durante o
transcorrer da reacdo estdo apresentadas na Tabela 1.12. Como pode ser observado, a atividade
especifica da PPL-11 determinada variou de acordo com o tempo de reacdo. Isto pode ser devido
a limitacdo da metodologia de coleta da aliquota do meio de reacéo para analise, uma vez que
ndo foi possivel coletar a mesma quantidade da enzima em cada periodo de tempo, devido a
insolubilidade da enzima na cicloexanona. Destaca-se que esse experimento ndo foi realizado
em replicatas.

Figura 1.22. Hidrdlise de tributirina para a medi¢do da atividade enziméatica no decorrer da reagao
entre 0 4-CN-benzaldeido e CHX catalisada pela PPL-II.

2
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Tabela 1.12. Atividade especifica da PPL-Il em diferentes tempos frente a reacdo alddlica entre o 4-

CN-benzaldeido e a cicloexanona.

Velocidade inicial Atividade especifica o R
Tempo ) % da atividade especifica inicial
(mmol.s?) (mmol minmg™)
0 0,5400 1,08x10% 100
20 min 0,1020 2,04 x10% 19
2h 0,5400 1,08 x10% 100
24 h 0,4920 9,84 x10% 91
72h 0,0840 1,68 x10% 16
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1.5 CONCLUSAO

Dentre as lipases usadas, a PPL-11 mostrou-se como sendo o melhor biocatalisador para
a reacdo de adicdo alddlica entre a cicloexanona e o 4-CN-benzaldeido, devido aos maiores
rendimentos para os produtos alddlicos CHX-anti e CHX-syn (74 %) em 96 h, frente a catélise
por LRN (40%). Além disso para a LRN foram produzidos os compostos de condensacédo
aldolica, gerando uma maior mistura de produtos. A producdo dos compostos de condensacgéo
abre um caminho para futuros estudos com esta enzima focados na melhoria dos rendimentos
e seletividades.

A reacdo enzimatica catalisada pela PPL-1I foi diastereosseletiva (CHX-anti:CHX-syn,
81:19) e destacou-se quanto a sua enantiosseletividade (ee = 74 % para CHX-anti; ee = 48%
para CHX-syn). Enquanto a reacdo de adi¢do alddlica entre a cicloexanona e o 4-
cianobenzaldeido catalisada pela LRN apresentou menor diastereosseletividade (CHX-
anti:CHX-syn, 73:27) assim como a enantiosseletividade (ee = 52 % para CHX-anti; 15% para
CHX-syn).

A funcdo catalitica das enzimas PPL-Il e LRN foi evidenciada pelos resultados da reacdo
controle (auséncia de enzima), na qual os compostos diastereoisoméricos (CHX-anti:CHX-syn)
foram obtidos em quantidades tracos. Também as seletividades das reacdes biocatalisadas
destacaram-se em relacdo a reagdo com NHsOH, pois esta apresentou uma diastereosseletividade
de 43:57 (CHX-anti:CHX-syn) fornecendo os produtos racémicos.

Anélises por eletroforese constataram a presenca de impurezas presentes nas amostras
aenzimaticas comerciais as quais poderiam também influenciar frente aos resultados obtidos nas
reacdes entre 0 4-CN-benzaldeido e a cicloexanona.

Estes estudos possibilitaram o uso das enzimas PPL-I1 e de LRN para promoverem reacgdes
de adi¢do alddlica e de condensacdo, as quais abrem um campo para o desenvolvimento de
metodologias biocataliticas frente a formacao da ligacéo carbono-carbono de interesse em sintese

organica.

A Unica vitdria que perdura é a que se conquista sobre a propria ignorancia.

Jigoro Kano
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RESUMO

No Capitulo 2 é apresentada a sintese de 2H-cromenonas, compostos encontrados amplamente em
produtos naturais e destacados pelas suas propriedades bioldgicas e aplicagbes como materiais
fotoativos. A reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-II foi
estudada através de planejamento fatorial completo 2* com o intuito de identificar as varidveis (massa
de PPL-II, equivalentes molares dos reagentes 1a e 2a, porcentagem de agua e temperatura) que mais
influenciaram nos rendimentos e nas seletividades entre os produtos 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a. Estas
cromenonas foram produzidas por diferentes vias de reagdo, pela adi¢do conjugada-1,2 levando a 2H-
cromenona 3a ou pela adi¢do conjugada-1,4 levando a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a ou por uma mistura
das duas vias de reacdo levando a 2H-cromenona 5a. O uso desta metodologia permitiu uma
compreensdo mais completa deste sistema de reacdo através da identificacdo das variaveis que tiveram
maior influéncia sobre os rendimentos das 2H-cromenonas 3a,4a e 5a. Foi possivel identificar que
presenca de PPL-II ndo exerceu influencia na produgdo das 2H-cromenonas 3a e 5a, mas foi
significativa na produgéo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a. Desta maneira foram escolhidas as variaveis
massa de PPL-11 e a temperatura para um ajuste fino das condi¢des de reagdo aplicando o planejamento
de composto central. A melhor condi¢do encontrada por esta metodologia (20 mg/0,1 mmol da 1,3-
cicloexanodiona 1a e 50 °C) foi aplicada com outros aldeidos a,f-insaturados 2a-e que forneceram as
2H-cromenonas 4a-e em rendimentos entre 8-22%, favorecendo os diastereoisdbmeros anti, porém, sem
enantiosseletividades. A reagdo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a catalisada pela FPL
forneceu o melhor rendimento para a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (93%) nas condi¢Bes de reacdo
otimizadas, as quais foram o uso de CH>Cl, com 10% de &gua como solvente a 30 °C e 24 h. O produto
2H-cromenona 4a foi obtido mesmo com a enzima inativada pela temperatura (>90 °C), constatando
que a LPF realizou uma catélise proteica inespecifica. Portanto, a LPF constitui um excelente catalisador
na sintese de 2-hidroxi-2H-cromenonas como a 4a, de forma que o escopo da reacdo foi ampliado por
variacdo do aldeido a,B-insaturado 2a-c e as B-dicetonas ciclicas 1a-d, fornecendo rendimentos entre 37
e 93% para as 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-c e 4e-h, porém sem enantiosseletividades. Adicionalmente,
a 2H-cromenona 4a foi utilizada como substrato na reacdo de biotransformacao por células totais de
fungos de ambiente marinho (Mucor racemosus CBMAI 847, Aspergillus sydowii CBMAI 934,
Aspergillus sydowii CBMAI 935, Penicillium citrinum CBMAI 1185, Penicillium citrinum CBMAI
1186 e Cladosporium sp. CBMAI 1237). Foi obtido o produto 6 em conversdes entre 73 e 99%, resultado
de uma reacdo de reducdo da ligacdo dupla conjugada, provavelmente pela acdo de enzimas ene-
redutases. Estes resultados possibilitaram a aplicacdo de enzimas na formacgéo da ligagdo carbono-

carbono através de metodologias biocataliticas.

Xciii



ABSTRACT

Chapter 2 presents the synthesis of 2H-chromenones, a type of compounds widely distributed in nature
and important for their biological properties and applications in photoactive materials. The reaction
using 1,3-cyclohexanodione la and crotonaldehyde 2a catalyzed by PPL-1I was studied using a
complete factorial design 2* in order to identify the variables (PPL-II mass, molar equivalents of reagents
la and 2a, percentage of water and temperature) that influenced the most in the yields and selectivities
among 2H-chromenone products 3a, 4a and 5a. Different reaction pathways produced these 2H-
chromenones. The 1,2-conjugated addition afforded 2H-chromenone 3a; 1,4-conjugated addition
formed 2-hydroxy-2H-chromenone 4a and both 1,2 and 1,4-additions taking place on a,p-unsatured
aldehyde 1a resulted in 2H-chromenone 5a. This methodology gave a complete understanding of this
reaction system by identifying the most influential variables on 2H-chromenone 3a, 4a and 5a yields. It
was possible to identify that the presence of PPL-II did not influence the production of 2H-chromenones
3a and 5a, but it was significant in the production of 2H-chromenone 4a. Thus, the mass of PPL-II and
temperature were the variables selected to fine-tune the reaction conditions applying Central Composite
Design. The best condition (20 mg/0.1 mmol of 1,3-cyclohexanedione 1a and 50 °C) was used to extent
the scope of the reaction to other a,fB-unsaturated aldehydes 2a-e that resulted in 2H-chromenones 4a-e
with yields 8-22%, and favored the anti diastereoisomers, nonetheless without enantioselectivities. LPF
catalyzed the Michael addition of 1,3-cyclohexanodione la to crotonaldehyde 2a providing the major
product 2H-chromenone 4a (93%) in reaction conditions optimized (CH.Cl, H,0-10%, 30 °C and 24
h). 2H-chromenone 4a product was observed even with the enzyme was inactivated by temperature (>
90 °C), showing that LPF performed a nonspecific protein catalysis. LPF showed to be an excellent
catalyst in the synthesis of 2-hydroxy-2H-chromenones, for example, 4a, so we expand the scope of the
reaction by varying o,B-unsaturated aldehyde 2a-c and cyclic B-diketones la-d. 2-hydroxy-2H-
Chromenones 4a-c and 4e-h were obtained in yield 37-93%, however, without enantioselectivity. In
addition, the biotransformation reaction of 2-hydroxy-2H-cromenone 4a was carried out by cells of
marine derived-fungi (Mucor racemosus CBMAI 847, Aspergillus sydowii CBMAI 934, Aspergillus
sydowii CBMAI 935, Penicillium citrinum CBMAI 1185, Penicillium citrinum CBMAI 1186 and
Cladosporium sp. CBMAI 1237), resulting in the product 6 with conversions ranging 73-99% by ene-
reductases. To conclude, with this work is demonstrated the importance of using promiscuous enzymes

in organic synthesis in the carbon-carbon bond formation as an efficient biocatalytic methodology.
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Capitulo 2 Introducéo

2.1 INTRODUCAO

O nucleo cromenona constitui uma fracdo estrutural incorporada em diversos produtos
naturais como arisugacinas, piripropenos e cordipiridonas (Figura 2.1) (1). Trata-se de um
grupo farmacofdrico de interesse por suas atividades bioldgicas e aplicacbes medicinais. Muitos
desses produtos naturais podem ser usados como espasmoliticos, diuréticos, coagulantes,
antivirais, antitumorais e anti-anafilacticos, também podem ser usados como pigmentos,
materiais fotoativos e agroquimicos biodegradaveis (2,3). Arisugarcina A, por exemplo, é um
inibidor de acetilcolinesterase (AChE) com um IC50 de 1 nm o qual € significativo no

tratamento de deméncias como Alzheimer (4,5,6,7).

Figura 2.1. Exemplos de nlcleos cromenonas na estrutura de produtos naturais.

AcO

Piripiropeno E

OAc
Forskolin Deidro-ai-lapachona Huajiaosimulina

A nomenclatura das cromenonas é derivada das subestruturas de cromenos e cromanos
(Figura 2.2), nas quais um anel pirano encontra-se fusionado a um anel aromatico, formando
cromanos, diidrobenzopiranos nos quais varia a posi¢éo da ligacdo dupla para ser 2H-cromenos

ou 4H-cromenos (8). Os analogos saturados sdo nomeados de acordo ao nimero e a posi¢do
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das insaturacbes, como exemplos o0s hexaidrocromenos, tetraidrocromenos ou
octaidrocromenos mostrados na Figura 2.2. Quando ha presenca de grupos funcionais como o
grupo cetona confere-se 0 nome de cromenonas, como 0s exemplos mostrados na Figura 2.2.
Estes altimos foram o objeto de estudo do presente trabalho, cujo nome foi simplicado a 2H-

cromenonas.

Figura 2.2. Estruturas quimicas de sistemas cromano, 2H-cromeno, 4H-cromeno e os derivados
saturados.
|

e :

cromano 2 H-cromeno 4 H-cromeno

e (L)

3,4,5,6,7,8-hexaidro-2 H- 5,6,7,8-tetraidro- 5,6,7,8-tetraidro-
cromeno 2H-cromeno 4 H-cromeno

octaidro-2-cromeno 2,3,4,6,7,8-hexaidro- 2,6,7,8-tetraidro-
5H-cromen-5-ona 5H-cromen-5-ona

80

2.1.1 Sintese de 2H-cromenonas

A sintese de nucleos 2H-cromenonas tem sido relatada por varios pesquisadores usando
diferentes rotas e catalisadores (9,10,11). Muitas rotas usaram catalisadores com metais de
transicdo, acidos e bases de Lewis e Bronsted, os quais incluem organocatalisadores nao-
enantiosseletivos e enantiosseletivos (1,12). Em 2002 Lee et al. (13) descreveram o uso de
tricloreto de indio em acetonitrila (InClz, 50 mol%) como o melhor sistema acido de Lewis,
fornecendo as 2H-cromenonas com rendimentos moderados (40-70%). Hsung et al. (2005)
relataram uma reacédo similar na presenca de 1 equiv. de BFs-EtO em cloreto de metileno
(CH2CI) fornecendo os 2H-cromenos em rendimentos moderados a altos (49-94%). Lee et al.
(14) descreveram a sintese de 2H-cromenonas catalisada por diacetato de etilenodiamina com
rendimentos entre 40 e 97%.
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Algumas metodologias usaram catalisadores organometalicos baseados em paladio, como
descrito por Tambar et al. (15), cuja estratégia para a sintese de 2H-cromenonas usou o0 processo
sequencial Stille-oxo-eletrociclizacdo na preparacdo de Saudin, um diterpeno natural com

propriedades hipoglicémicas (Esquema 2.1).

Esquema 2.1. Reacéo sequencial de Stille-oxo-eletrociclizagio descrita por Tambar et al.

TBDPSO (0] TBDPSO 0
|
BuzSn PA(PPhy)s 2 snBuy
Cul
=z o + // 0 +
o/ 5 DMF, 23 °C “ DMF,23°C O o
0 0

4-cis-iodoenona 2-estanilenona Saudin (92%) 4-cis-estanilenona 2-iodoenona

Fonte: Tambar et al. (15).

A formacdo de Saudin ocorreu através da reacdo entre a 4-cis-iodoenona e a 2-
estanilenona, através de duas reacdes sequenciais. A primeira foi a reacdo de acoplamento de
Stille catalisada por Pd(PPhs)s, Cul em DMF a 23 °C; a segunda foi a reacdo de oxa-
eletrociclizagdo (15). A reacdo também foi testada quando os substituintes estanano e iodo
foram intercambiados entre as duas moléculas, com os reagentes 4-cis-estanilenona e a 2-
iodoenona, sendo que as duas rotas levaram ao mesmo rendimento de 92% (15).

Miyabe et al. (16) relataram a sintese one-pot de um antagonista aceptor do neuropeptideo
YY5 e derivados, através de uma reacdo multicomponente (Esquema 2.2). A reagdo envolveu
0 precursor de arino, triflato (A), DMF e a dimedona (2,5 equiv.), no solvente idnico fluoreto
de tributilaménio (TBAF). O mecanismo inicia-se com a inser¢do do arino na ligacdo C=0 de
DMF, seguida pelo ataque nucleofilico de metilenos ativados, como a dimedona, para formar
o0s produtos em moderados a altos rendimentos, B (86%) e C (87%). Um mecanismo plausivel
proposto pelos autores em base nas observacGes experimentais e célculos tedricos orbitalares
onde os passos da reagdo foram termodinamicamente favoraveis (AG°zgs k < 0 kJ mol™),
consistiu na adigdo de um ion enolato aos intermediarios | ou Il seguida pela eliminacdo de

dimetilamina.
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Esquema 2.2. Sintese do cromeno, um aceptor antagonista do neuropeptideo YY5.

A)
R
™S © °
TBAF
+ DMF +
oTf Ta., 12h
A

(

DME

2,5 equiv.

B, R = H (86%)
C, R = MeO (87%)

Fonte: Miyabe et al. (16)

Um método convergente para a sintese de uma variedade de 2H-cromenonas foi relatado
por Sosnovskikh et al. (17). Esta metodologia procedeu através de duas via de reacdo, as quais
levaram ao mesmo intermediario | (Esquema 2.3), a adicdo oxa-Michael e a condensacdo de
Mannich de salicilaldeidos com cromonas, y-pironas e p-furanonas ativadas por grupos poli-
haloalquila.

As cromonas substituidas reagiram facilmente com salicilaldeidos na presenca de
piperidina em benzeno sob refluxo para fornecer os 2H-cromenonas correspondentes com
rendimentos de 12 a 96%. Porém, a presenca de grupos eletro-retiradores na posicdo C6 (R2)
nas cromonas facilitou a adi¢do nucleofilica ao carbono C2, enquanto que os grupos doadores

de elétrons tiveram um efeito negativo sobre o rendimento.
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Esquema 2.3. Sintese de 2H-cromenonas fusionadas via uma metodologia convergente.

oxa-Michael

® ©
NHR,0

|
R1\©:CHO R1\dmR2 NR, O
2
R R
() oo 1 :
+ H —_— () (0}
(0]
m& oh |
Ry O RHN™ RO j
R s 0
L Baylis-Hilman _ R1 R
R'=H, Br, OMe Y O h ’
R%=NO,, Cl, H, Me o 1~o
Rs

R3 = CF,H, CF3, (CF,),H, CyHs, CCly

oo

CeHe

(12-98%)

Fonte: Sosnovskikh et al. (17)

Karami et al. (18) relataram um processo envolvendo uma reacdo multicomponente de
arilglioxal com 4-hidroxicoumarina e malonitrila para sintetizar pirano[c]cromenos contendo
um grupo aroil (Esquema 2.4A). As reacgdes foram catalisadas eficientemente por diidrogénio
fosfato de aménio para produzir os produtos em bons a excelentes rendimentos (70-90%). A
reacao foi sensivel a temperatura, sendo que os melhores resultados foram obtidos quando a
reacdo foi agitada inicialmente a temperatura ambiente por 30-40 minutos seguida de
aquecimento em condicdes de refluxo.

O mecanismo (Esquema 2.4B) mostrou que a reacdo procedeu via catélise por
NH4H2PO4 na qual o glioxal condensa com a malonitrila para produzir o aroilideno malonitrila
I, que é protonado resultando na eliminacdo de uma molécula de dgua desencadeada pela
abstracdo de um proéton pela aménia. Subsequentemente, a adicdo de Michael da cromona IV
ao intermediario 11 forneceu o intermediario V. O intermediario V sofreu uma reacdo de

ciclizacdo para formar a pirano[c]cromenona VI.
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Esquema 2.4. Sintese de pirano[c]cromenos via reagdo multicomponente.

A
(A) "
OH
OH || EtOH/H,0 (1:1), 0 XN
N . Ho)\[(’*r + HL 2T NHiH;PO, (10 mol%) Q A
0" "0 0 4 T.a. a refluxo 3
(0] (0]
4-hidroxicoumarina arilglioxal malononitrila pirano[ dJcromenos
(70-90%)
(B)
Ar
(ON
O\)\/ H o) Cg,/H
\ OH -
NH NC
HOLH o] 0 Ar»\(/ ) : NOH H T 5,
o
Sh PO T oH T e N H>~ b ar
H Ar B ( d
NN |O NH5 "
N
'HZO
T
NH2 NC o H\'}lé)H )\/N\
NC e} LO H //
-
O Pz O - A)
H
A H.!_H /
ArO o o 0 3
H 0”0
v NFs v v

Fonte: Karami et al. (18)

Uma outra abordagem para a sintese de cromenonas foi relatada por Arvidsson et al. (19),
através da adicdo oxa-Michael seguida pela condensacdo intramolecular entre o
salicilaldeido e aldeidos a,[3-insaturados catalisada pelo difenilsilienoléter em uma reagao
one-pot (Esquema 2.5A). Os produtos foram obtidos com diferentes rendimentos (14-
90%) e enantiosseletividades (ee = 27-90%). Na presenca de aditivos as
enantiosseletividades foram maiores, porém, os rendimentos foram reduzidos. Quando o
aditivo usado foi imidazol o rendimento foi de 10% e o ee = 69% e, com o &cido p-
clorobenzoico o rendimento foi de 52% e o ee = 72%.

O mecanismo para esta reacdo (Esquema 2.5B) envolveu a formacao de um ion
iminio quiral do aldeido o,3-insaturado I, o qual reagiu através de uma reacao de adicao
oxa-Michael através do ataque nucleofilico pela face Re do salicilaldeido. Foi gerado um
intermedidrio enamina II, a qual promoveu um ataque intramolecular a ligacao C=0 para
formar o intermediario ciclico I11 que por hidroélise forneceu o cromanol IV. A eliminagdo

de agua produziu o cromeno final V.
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Esquema 2.5. Sintese de 2H-cromenos via adi¢do oxa-Michael por organocatélise.

) Ph
R N Ph o
! A H otms R S
\©\/\o s Re (10 moiow) m\o
OH CH,Cl,, aditivo 0" R,
R;=H, OMe R, = Ph, p-NO,-CeHg,
0-NO»-CgHg4, propil
® X
2 : EDEN H,0 OH
EBEN 1 i» i%'\?A\\j B \O 'HZO AN \O
I R. * o iR, — HOLS IR, ?.L 0
oH A\ o6 o 0" R, 0" R,
©; M QX v \'
H
5 m
Aditivo Conversao (%) Ee (%)
Nenhum 90 60
Acido p-clorobenzoico 52 72

Fonte: Arvidsson et al. (19)

Uma abordagem similar para a sintese de 2H-cromenos foi desenvolvida por Samet et
al. (20) (Esquema 2.6). Os autores promoveram a Sintese estereosseletiva de cromenonas a
partir do salicilaldeido e a cetona biciclica a,p-insaturada, evoglucosenona, conhecida pela sua
ampla aplicacdo em sintese assimétrica. A estratégia sintética foi a reacdo sequencial aldol-oxa-
Michael. A quiralidade no produto cromeno foi originada via ataque do anion fenolato na face
oposta da ponte anidra no oxabiciclo [3.2.1]. Em geral, a reacdo procedeu facilmente com a
maioria dos aldeidos testados, exceto para o 5-nitro-salicilaldeido o qual mostrou reac@es lentas

levando a um rendimento de 36%.

Esquema 2.6. Sintese de 2H-cromenonas oticamente ativas utilizando a evoglucosenona.

o

o
~CHO o X .
OH SN EtsN, EtOH 070

R=H(84%)  3-OMe (91%)
5-Br (86%) 5-NO, (36%)

Fonte: Samet et al. (20)
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Na literatura a sintese de 2H-cromenonas destacou-se pelo uso de compostos f-
dicarbonilicos, os quais sdo importantes sinteticamente porque incorporam ambas
funcionalidades, eletrofilica e nucleofilica (1), as quais podem ser condensadas a aldeidos a,f3-
insaturados para formar a estrutura 2H-pirano dos nucleos 2H-cromenonas. Varios estudos tém
descrito a sintese de derivados de 2H-piranos a partir de aldeidos a,B-insaturados e B-dicetonas
ciclicas na presenca de &cidos de Lewis (1).

A reatividade dos aldeidos o,B-insaturados para a adicdo-1,2 e a adi¢do-1,4 os tornam
compostos versateis para a construcdo de nucleos 2H-cromenona e 2-hidroxi-2H-cromenona
(Esquema 2.7). Porém, também é necessaria a busca por condigdes e catalisadores que levem

a uma seletividade regioquimica e estereosseletiva.

Esquema 2.7. Adigdo-1,2 e adi¢do conjugada-1,4 na sintese de 2H-cromenonas.

O O
Ry Ra RSMR4 Rs R4
o7 oH dicgo-1,2 * icé
Ry Adigao-1, ~ Rl/ Adicao-1,4 o OH
HO™ N NG R
R, (e} R2 o~ =
2
l -H,0 l
Ry Ra R; Ry R; Ry Ry Ry
" R 0”70 0 "0 07> “oH
_ . * R1 * R R1
1 z
R, R, HO R, o) R,
2 H-cromenona 2-hidroxi-2 H#~cromenona

R, Ry, Rz e R4 = grupos com substituintes diversos

De acordo com a teoria de acidez e basicidade de Pearson compostos carbonilicos a,f3-
insaturados podem sofrer o ataque de nucle6filos duros no carbono carbonilico, que apresenta
o centro reativo com maior caracteristica de dureza. O ataque no carbono B ¢ comumente o
resultado de uma reacdo mais lenta realizado por um nucleofilo mole, porém favoravel
termodinamicamente. Ainda assim, existe a possibilidade de favorecer o ataque de nucledfilos
moles na carbonila, tomando a vantagem da coordenacdo ao oxigénio por parte de um ion
metélico ou um proton. Isto diminui a energia do orbital de fronteira LUMO e torna o
coeficiente orbitalar do carbono carbonilico “mais parecido” com o de um eletréfilo mole (21).
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2.1.1.1 Adicdo conjugada-1,2 na sintese de 2H-cromenonas

Na formacdo de 2H-cromenonas pela reacdo entre a cetona e aldeidos conjugados o
produto de adi¢do-1,2 é formado atraves de duas rea¢des sequenciais, uma do tipo Knoevenagel
ou anidnica seguida por uma reacdo de fechamento de anel eletrociclica de 6 elétrons ©
reversivel. A reagdo resulta na formacao de duas ligacdes 6 € um novo centro estereogénico
adjacente ao heteroatomo a depender dos substituintes R1 e Rz presentes nos derivados do
aldeido a,p-insaturado (11,22) como mostrado no Esquema 2.8. Esta sequéncia de reacdes
constitui um protocolo de cicloadicdo formal oxo-[3+3] por etapas (11).

O mecanismo da cicloadic¢éo formal oxo-[3+3] proposto por Hsung et al. (11) (Esquema
2.8) iniciou-se com a adigdo-1,2 de 6-alquil ou 6-aril-2H-pironas ao sal de iminio de aldeidos
a,B-insaturados gerado in situ e uma amina secundaria. Subsequentemente ocorre uma -
eliminacdo, a qual leva a um intermediario 1-oxatrieno. O segundo passo envolve a reagdo
electrociclica-6x via fechamento do anel, conduzindo a 2H-piranos. Em termos gerais, da soma
dos dois passos obtém-se a cicloadi¢cdo formal oxo-[3+3], na qual trés atomos de carbono do
aldeido foram adicionados a dois atomos de carbono e um atomo de oxigénio da pirona (11).
Esta € uma abordagem eficiente do ponto de vista sintético, porque forma mdaltiplas ligacdes,

ciclos e novos centros estereogénicos (1).

Esquema 2.8. Mecanismo da reacdo de cicloadi¢do formal oxo-[3+3].

©)
o NHR2 Cicloadigdo o O

JPtae formal [3+3]
O ‘ ‘ B fo) |
17X -7, RS N
R 0" R? R; o, R®

H

electrociclizacao
6m—elétrons

0 NR, 0 NR,
Jiii B—eliminagéo
O _— O =~
\ -~ |
X 3 N 3
R SPA Ri 0 4R

1-oxatrieno
R1 = grupos arila ou alquila ou hidrogénio

NHR, \adigéo C-1,2

Fonte: Hsung et al. (11)

O uso de sais de iminio é uma alternativa para a regiosseletividade de adi¢do a aldeidos
a,B-insaturados pela abordagem de cicloadi¢do formal oxa-[3+3], conduzindo exclusivamente
aos produtos 2H-piranos via adi¢do-1,2, como descrito por Hsung et al. (11), onde foi abordada
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a sintese de ndcleos 2H-piranos usando sais de iminio a,fB-insaturados pré-formados ao invés
de gerar estes in situ, obtendo rendimentos de 34 a 86% e diastereosseletividades moderadas
nos oxa-espirociclos, mostrando ter uma aplicabilidade estendida para o uso de aldeidos
aromaticos a,B-insaturados e aldeidos ciclicos a,B-insaturados (Esquema 2.9). Uma
desvantagem desta reacao foi 0 uso de misturas de sais de iminio sensiveis as condi¢fes mais

severas de reacao.

Esquema 2.9. Sintese de 2H-piranos através da abordagem de cicloadi¢do formal oxo-[3+3] usando

piperidina como catalisador.

N AcO

H c | HO Me 0 N
v aweendip §

AcOEt | AcOEt Me” X0 R

R tubo selado, R tubo selado,
85°C, 1 h 85°C,24-48h R =Me. nPr. Ph
O (0]
Me” "0 Me” "0

(66%) (52%)

MeO

MeO

MeO

MeO (73%) (72%: 70:30) (83%: 60:40)

Fonte: Hsung et al. (11)

O uso de aldeidos ciclicos a,p-insaturados na abordagem de cicloadi¢do formal oxa-[3+3]
foi relatado por Hua et al. (23) usando L-prolina como catalisador (0,5 equiv.). Os aldeidos
conjugados ciclicos possuem uma conjugacao diminuida, o que conduziu a um melhor controle
da estereoquimica, fornecendo os adutos ciclicos pela via de adi¢do-1,2 em bons rendimentos
(62-78%) (Esquema 2.10).
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Esquema 2.10. Sintese de 2H-piranos através da abordagem de cicloadi¢do formal oxo-[3+3] usando
L-prolina como catalisador.

C12 O

(] . . O
0,5 equiv. L-prolina
| 1
| /_\/@ ACOEt, 70 OC Cf\/dok
Ry— R
! bo R 4 R sieves ! o R

OCHO
(78%: Unico isbmero) (62%: 3 :1) (72%: 4,8 :1)

Fonte: Hua et al. (23)

Em relacdo ao intermediario oxatrieno foi obtido quando utilizou-se sais iminio para a
abordagem de cicloadicéo formal oxa-[3+3] por Groot e Jansen (24). Neste caso foram usados
a B-dicetona aciclica, o aldeido a,B-insaturado e a piridina em ebulicdo no qual foi obtido o
oxatrieno e o 2H-pirano em equilibrio, deslocado para o oxatrieno (Esquema 2.11). O

equilibrio resultou do fechamento eletrociclico-6x elétrons reversivel (11).

Esquema 2.11. Reacdo de cicloadigdo formal de uma B-dicetona aciclica e um aldeido a,f-

insaturado favorecendo a forma aciclica oxatrieno.

0 0 0
(0] piridina,
X
)i + k)\ refluxo, MgSO4 | , =
@] O - 0
pentano-2,4-diona 3-metil 2-butenal 2 H-pirano (20:80%) oxatrieno

Fonte: Groot e Jansen (24).

Uma modificacdo relacionada com a abordagem de cicloadicdo formal oxa-[3+3] foi
relatada por Smith e Omura’s na sintese total de piripiropeno A (25). Nessa estratégia sintética
foram usados um cloreto de acila a,B-insaturado e uma pirona em medio de &cido

trifluoroacético (TFA) a 80 °C para fornecer o produto em 47% de rendimento.
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O mecanismo desta reacdo pode ocorrer através dois caminhos de reacdo os quais levam
ao intermediario Il (Esquema 2.12). Um desses caminhos ocorreu pela sequéncia de trés
passos, comecando pela O-acilacdo que conduziu ao intermediario I, seguida da migracéo-1,3
de grupo acila produzindo o intermediario I1.

A outra possibilidade é a adi¢do-1,2 do ion enolato da pirona ao cloreto de acila, levando
diretamente ao intermediério 11. O seguinte passo consistiu na ciclizacdo do intermediario 11
por meio de uma adic¢do O-1,4 que forneceu o derivado cromenona em 47% de rendimento que

finalmente foi reduzido com boridreto de sodio a piripiropeno A, obtido em 96% de rendimento.

Esquema 2.12. Sintese de piripiropeno A via cloreto de acila descrita por Smith e Omura’s.

Pyr = 3-piridil
TFA, A
aco” (47%)
20 OA‘ NaBH
Y abHy,
r & CeCls

migragdo-1,3
de grupo acila

AcO

Piripiropeno A
(96%)

Fonte: Smith e Omura’s (25)

Um inconveniente desta estratégia sintética quando aplicada a outros substratos como 0s
compostos 4-hidroxi-6-metil-2H-(2-piranona) e o cloreto do acido (E)-2-butendico foi a
migracdo-1,3 do grupo acila que levou ao éster em 45% de rendimento, o qual em condicdes
béasicas produziu a lactona em 48% de rendimento (Esquema 2.13).

Esquema 2.13. Reacdo de cicloadi¢do oxa-[3+3] através de cloretos de acila.

(0]
o | i DMAP
N
OH 100 °C tolueno, A
4-hidroxi-6-metil- cloreto do acido (45%) (48%)
2 H-(2-piranona) (£)-2-butenoico

Fonte: Hsung et al. (11)
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Estes resultados ilustram a reatividade dos compostos carbonilicos ao,B-insaturados.
Quanto mais reativo o grupo carbonilico maior a probabilidade do ataque ocorrer na por¢do C-
1,2 (26). A ordem de reatividade dos compostos carbonilicos a,pB-insaturados para a adi¢do-1,2
e adicdo-1,4 é apresentada na Figura 2.3.

Cloretos de acido e aldeidos a,p-insaturados possuem uma forte tendéncia em reagir
através de uma adicdo-1,2, contudo amidas e ésteres o,-insaturados experimentam em sua

maioria adi¢do-1,4.

Figura 2.3. Ordem de reatividade na adi¢do de Michael em sistemas carbonilicos o.,-insaturados.
Tendéncia para adicao-1,2

[ S —
o)
/\)J\m MOR /\)J\NRZ

Cloreto de acila
a,B-insaturada

enal enona éster a,B-insaturado amida a,B-insaturada

Tendéncia para adicdo conjugada-1,4

Fonte: Clayden, J. (26).

2.1.1.2 Adicéo conjugada-1,4 na sintese de 2-hidroxi-2H-cromenonas

No caso da reacdo entre B-dicetonas e cetonas-a.,3-insaturadas a adi¢cdo-1,4 ou adi¢do de
Michael é predominante (27,28), bem como para 0s a—cetoésteres vy,-insaturados (29,30).

No Esquema 2.14 é mostrada a sintese da cetona de Hajos-Perris e da cetona de Wieland-
Miesher, cuja formacéo foi através de uma anelacdo de Robinson, em meio acido ou Prolina
como catalisador. A adicdo de Michael de compostos 1,3-dicarbonilicos a cetonas a,p-
insaturadas foi descrita por Jorgensen et al. (28) usando catalisadores do tipo imidazolidina ou

complexos de cobre(ll) com bisoxazolinas quirais.
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Esquema 2.14. Adigdo de Michael de compostos 1,3-dicarbonilicos a cetonas o, 3-insaturadas ou a-
cetoésteres.

Michael/aldol [Anelacdo de Robinson]

o 0
Me .
+ Me | H
OH 6}

n ou Prolina n

o]

n = 0, cetona de Hajos-Parris
n =1, cetona de Wieland-Miescher

Adicdo de Michael assimétrica: [Jorgensen et al. (28,29)].

Q o 0O R, O
HNR, (cat. g
>~ OH 1 2 Mok
X =0, CH, R1 = Me ou Ph
R, = Me ou CO,Me
Me_ Me cat. bisoxazolina
OW)KVO R, = Ph ou Me e R, = CO,Me
S/ I N\\) (98%, ee = 86%)
R F o N cat. imidazolidina
R= £Bu ou Ph imidazolidina R; = PheR, = Me
bisoxazolina: (65-84%, ee = 79-85%)
(S)-£Bu-BOX-Cu(OTf),

A reacdo entre a B-dicetonas ciclicas e cetonas aromaéticas o,fB-insaturadas como
aceptores de Michael foi descrita por Li et al. (31). As cetonas o, p-insaturadas exibiram baixa
reatividade, e uma alternativa foi a sua ativacéo através da formacdo de uma imina entre aamina
primaria do catalisador e o grupo carbonila da benzalacetona, como apresentado na Figura 2.4.
De acordo com a proposta de Li et al. foi formado um intermediario que envolveu a formacéo
de uma ligacéo de hidrogénio com a amina terciaria do catalisador e os oxigénios da dimedona
(5,5-dimetil-1,3-cicloexanodiona), a qual foi desprotonada pela amina terciaria e orientada
pelas ligacdes de hidrogénio para o ataque na face-Si da cinamona. Como resultado foi obtido

0 composto 2-hidroxi-2H-cromenona de configuracéo S.
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Figura 2.4. Modelo de ataque proposto por Li et al. para a adi¢do de Michael de -dionas a cinamonas
catalisada por 9-amino(9-deoxi)-epi-quinina.

O Ph

(S)
H3C/,. (S)L OH
H3C © /CH3

(5)-2-hidroxil-2 #~cromenona

Fonte: Li et al. (31).

Os aldeidos a.p-insaturados, por sua parte, apresentam a tendéncia em reagir através de
adicdo-1,2, porém a adicdo-1,4 é favorecida em algumas condic¢des de reacdo. Como foi o caso
da reacdo entre aldeidos o,B-insaturados e a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona catalisada por
diarilprolinol sililéteres, descrito por Rueping et al. (2,3) (Tabela 2.1).

Nesse estudo desenvolvido por Rueping et al. (2) foram testados dois catalisadores
diarilprolinol sililéteres, como mostrado na Tabela 2.1, com substituintes fenila (a) e 3,5-
bis(triflior-metil)fenila (b). Também foi investigada a influéncia do solvente e da temperatura
no rendimento e na enantiosseletividade da reacdo. As condi¢cdes que promoveram o melhor
rendimento e enantiosseletividade simultaneamente do produto de acoplamento (77%, ee =
99%) foram o solvente CH>Cl. e o catalisador b.

Os excessos enantioméricos obtidos pelo método conhecido como “Método Magnus”
foram devido ao elevado controle estérico exercido pelo ion iminio I (Esquema 2.15) formado
entre o aldeido a,B-insaturado e a amina secundaria do catalisador. A adi¢do conjugada ocorreu
pela face menos impedida do ion iminio I, fornecendo o intermediario I1. Desta forma a adi¢do-
1,2 tornou-se dificultada pelo grupo volumoso do catalisador. Este intermediario 11 sofreu uma
hidrolise e uma ciclo-hemiacetalizagdo o qual levou ao produto 2-hidroxi-2H-cromenona.

Este protocolo organocatalitico eficiente e enantiosseletivo foi descrito através de varios
estudos que envolveram um amplo escopo de aldeidos o, 3-insaturados na reagdo com diferentes

B-dicetonas (Esquema 2.16).
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Tabela 2.1. Estudo das condigdes de reacdo entre 2-hidroxinaftoquinonas e aldeidos a.,f-insaturados

catalisada por diarilprolinol sililéter desenvolvido por Rueping et al.

Ar
*\ OTMS Ar (@) Phou
or solvente 20 h (b) 3,5-(CF3)2-CeH3-
(-20 °C, 0 °C e t.a)

Entradal® T[°C] Catalisador Solvente Rendimento (%) ee (%)

1 t.a a DMSO 86 82

2 ta b DMSO 78 o8

3 0 a Et.O 48 90

4 0 a BU,0 o o

5 0 a CH.C, 71 %0

6 0 a Tolueno 54 66

710l -20 a CH.Cl, 76 92

glb] -20 b CH,Cl, 27 -

o -20 a Tolueno 34 92
107 -20 b Tolueno 69 98

el As reacdes foram realizadas com 1,5 equiv. do aldeido a,B-insaturado, 20% do catalisador em um

tempo de 20 h. 140 h. (2).

Esquema 2.15. Mecanismo proposto por Rueping et al. para a sintese enantiosseletiva de 2-hidroxi-

2H-cromenonas catalisada por diarilprolinol éteres de silicio.

R O
0
Ar H/M\¢?\R
HO" SO N Ar
0 H OTMS
Ar
Ar Kl Ar
TMSO | OTMS
+_~ <\ -
N |
R
I
I
Ar
+ Ar

R = Me, Et, iPr, Bu, Ph, Hal-Ph ‘O
Catalisador a Ar = Ph o

Catalisador b Ar = 3,5-(CF3),-C¢Hs

Fonte: Rueping et al. (2)
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Esquema 2.16. Reacéo entre a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona e aldeidos a,f3-insaturados via processo

em cascata adi¢do-ciclizagdo catalisada por diarilprolinol éteres de silicio pelo Método Magnus.

Ar
H N
+ JI)‘\ H OTMS
OH R
o) (2)
R = alquil, aril (43-87%, ee =90-99%)
Ar _(a) Phou
(b) 3,5-(CF3),-CeH3-
0o Ar
Ar
H N
+ ﬁ H OTMS
R
©)
R = alquil, aril (41-96%, ee = 83-95%)
Ar _(a) Phou
(b) 3,5-(CF3),-CgH3-
0 0o Ar 0 R
(}j&Ar -
H N
R, + JI)‘\ H OTMS R
@) R R (0] OH
R'] 1 (3133)
R = H, Me, aril R = alquil, aril (48-95%, ee = 87-97%)
Ar (@) Phou

“(b) 3,5-(CF3),-CgH3-

Para concluir, a regiosseletividade das reacdes de adicdo conjugada 1,2 ou 1,4 é uma
situacdo a controlar, devido que a adigdo de compostos 1,3-dicarbonilicos a aldeidos o,p-
insaturados possuir uma forte tendéncia a adi¢dao-1,2. No entanto, esta pode ser controlada em
grande parte pelo catalisador. Quando foram usados acidos e bases de Lewis como: InClz (13),
BFs (11,34) ou SO4%/Sn0O; (35), 0 &cido etilenodiamino diacético (EDDA), EDDA/ZnCl;
(14,36) ou organofosforados (1), as reagdes forneceram as 2H-cromenonas. Enquanto o uso de
organocatalisadores contendo aminas secundarias como diarilprolinol éteres de silicio ou
catalisadores derivados de quinina forneceu o produto 2-hidroxi-2H-cromenona.

Uma outra situacdo a controlar é a estereoquimica, o qual torna-se um grande desafio
sintético para a formagdo enantiosseletiva de 2H-cromenos. O uso de catalisadores
organometalicos e organocatalisadores livres de metais, possuem a vantagem de conferir

indugéo ao ataque pela face menos impedida durante a formagé&o do estado de transicao.
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O uso de enzimas em sintese organica, apresenta uma alternativa ao uso de catalisadores
organicos ou organometalicos. Uma das caracteristicas das enzimas na sintese organica € o seu
comportamento promiscuo natural ou induzido através da substituicdo dos residuos de
aminodacidos cataliticos, tornando-as atraentes para as transformacdes de compostos organicos.
A aplicacdo de biocatalisadores, como enzimas isoladas ou microrganismos, para

transformacdes quimicas de compostos orgénicos é denominada biocatalise (37).

2.1.2 Biocatalisadores

Enzimas sdo moléculas quirais tridimensionais constituidas por cadeias de L-amino&cidos
conectadas por ligacdes peptidicas. A ordem especifica de aminoacidos da a cada enzima uma
dobra especifica com propriedades unicas. A estrutura da enzima contém uma cavidade,
chamada de sitio ativo, cujo carater confere a cada tipo de enzima sua especificidade para
selecionar seu substrato.

O sitio ativo coordena o substrato em uma orientacdo precisa para realizar a
transformacdo quimica. A natureza do sitio ativo torna as enzimas capazes de reconhecer e
operar em substratos de acordo com trés tipos principais de seletividades de substrato, a
quimiosseletividade, a regiosseletividade e a estereosseletividade.

O grau de especificidade e seletividade ndo € absoluto. Muitas enzimas apresentam
aceitacdo mais ampla do substrato ou realizam transformacdes cataliticas alternativas que
diferem do normal sob condi¢bes especiais, um comportamento que é chamado de
promiscuidade enzimatica (37).

Assim, 0 uso de biocatalisadores baseados em enzimas isoladas constitui uma excelente
abordagem na busca pela sintese de 2H-cromenonas regiosseletivas e enantiosseletivas.
Existem dados escassos na literatura sobre enzimas promiscuas catalisando estes tipos de
reagdes. Para nosso conhecimento foram encontrados apenas trés estudos (38,39,40). Além
disso, até aqui, s6 uns poucos autores tém focado na funcionalizag¢&o posterior dos nucleos 2H-
cromenos. Em particular as transformagdes destes em compostos com atividade biologica ainda
é incipiente, fazendo necessario o desenvolvimento de metodologias eficientes e

enantiosseletivas (12).
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2.1.3 Sintese de 2H-cromenonas por biocatalise

A sintese de 2H-cromenonas por biocatalise foi relatada na literatura por Yang et al. (38),
usando as Lipases de Pancreas Bovino (LPB) e Lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF)
(Esquema 2.17). As enzimas mostraram ser seletivas para 2H-cromenonas e para 2-hidroxi-

2H-cromenonas.

Esquema 2.17. Sintese de 2H-cromenonas utilizando lipases de Pseudomonas fluorescens e a de

pancreas bovino.

(0]
Q RZH o O H
LPF LPB N
R1m CH,Cly/H,0 /in ’ HMRZ CHsCN R |
212/ 112 R4 3 (0] R

R, ~ O OH " 35%¢ R, © 30°C R 2

- R; = H, CH3 -
Produto de adigao-1,4 R, = CH; Produto de adigao-1,2

(31-75%) (51-99%)

Fonte: Yang et al. (38).

A sintese consistiu na reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona e um aldeido a, B-insaturado,
levando aos compostos 2H-cromenona ou 2-hidroxi-2H-cromenona dependendo da enzima
usada. Portanto, trata-se de uma sintese regiosseletiva e quimiosseletiva. A reacdo catalisada
pela enzima LPB formou o produto de condensacéo aldolica via Knoevenagel, pela adi¢do C-
1,2 e quando catalisada pela LPF formou o produto 2-hidroxi-2H-cromenona pela adicéo
conjugada C-1,4 (38).

Ambos os compostos ciclizaram em uma segunda reacdo. No caso da catalise pela enzima
LPB foi uma reacao de eletrociclizagdo 6m térmica. Enquanto com a enzima LPF, ocorreu uma
segunda desprotonacdo ao intermediario, desencadeando uma reacdo oxo-aldol ou acetalizacéo
que levou ao composto 2-hidroxi-2H-cromenona (Esquema 2.18). Em relacdo a

enantiosseletividade ndo foram relatados excessos enantioméricos nesses estudos (38).
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Esquema 2.18. Mecanismo proposto para as cicloadi¢Ges catalisadas por LPB e LPF na formacéo
de 2H-cromenonas.

i%?m . @i jﬂ

I____

0/\/\—> TGN r@/f‘g
(@] (@)
: k
o :

Reacao catalisada por LPB Reacdo catalisada por LPF

Fonte: Yang, Q. et al. (38).

Na Tabela 2.2 é apresentado o escopo da reacdo entre as B-dicetonas ciclicas e os aldeidos
o,B-insaturados catalisadas pelas enzimas LPB e LPF. Foram usadas as B-dicetonas ciclicas
1,3-cicloexanodiona e a dimedona.

Na presenca de LPB foram obtidas as 2H-cromenonas. Quando se utilizou a 1,3-
cicloexanodiona os rendimentos das 2H-cromenonas foram ligeiramente superiores quando se
utilizou a dimedona. Também houve diminuicdo do rendimento ao aumentar a cadeia alquilica
do aldeido o,B-insaturado de etila para propila. Contudo, quando se utilizou o aldeido
substituido com o grupo metila em C3 (3-metil-2-butenal) foram produzidas as 2H-cromenonas
em altos rendimentos (99%).

A reacdo entre as -dicetonas ciclicas e os aldeidos o,B-insaturados catalisada pela LPF
levou as 2-hidroxi-2H-cromenonas. A substituicdo de hidrogénios no C5 da 1,3-
cicloexanodiona pelas metilas (dimedona) ndo promoveu diferencas significativas nos
rendimentos das 2-hidroxi-2H-cromenonas. Ainda, ao aumentar a cadeia alquilica dos aldeidos
o, B-insaturados de metila para etila e propila observou-se uma diminui¢do no rendimento das

2-hidroxi-2H-cromenonas.
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Tabela 2.2. Escopo de substratos para a formagdo de 2H-cromenonas catalisada pelas proteinas LPB
e LPF.

Lipase de pancreas bovino

(0] (@]
Rs enzima ~
+ R
mﬁi S T
R N
R, 0 2 @) CHsCN R, 0" 'R,
(91%) (72%) (72%) (99%)
0
| A
0
(84%) (51%) (66%) (>99%)

Lipase de Pseudomonas fluorescens

O~ "OH O” "OH

0~ “oH
(75%) (66%) (57%)
o 0
m OH 0~ “OH 0~ “oH
(71%) (63%) (50%) (31%)

Fonte: Yang et al. (38).

Outro grupo importante de compostos obtidos via biocatalise foram os derivados 2H-
cromenos substituidos na posicdo-3 a partir de salicilaldeido e cetonas o,p-insaturadas (39)
(Esquema 2.19). Esta reagéo foi catalisada pela a—amilase de Bacillus subtilis, constituindo
uma reacdo promiscua desta enzima, que originalmente no sistema bioldgico catalisa a hidrélise

de ligag0es glicosidicas o—1,4 na cadeia linear do amido, gerando unidades de glicose, maltose
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e maltotriose (39). Rendimentos moderados a altos foram obtidos na formacéo de 2H-cromenos,

contudo ndo foram relatados os excessos enantioméricos para os produtos obtidos.

Esquema 2.19. Reacéo em cascata oxa-Michael/alddlica de salicilaldeidos e cetonas a.,3-insaturadas

catalisada pela a-amilase de Bacillus subtilis.

(e} (e}
X R Ry o-amilase B. subtilis NN R
OH o] DMSO/H,0 10%, 0" R
50 °C, 48 h
Ry = H, 4-Br, 4-OCH3, R, = H, CH3, -(CH,)3, (18-70%)
214-C| R3 = H, CH3

Fonte: Zhou (39).

Outros estudos na literatura abordam a biocatalise por lipases da reacdo de adicdo de
Michael na sintese de Warfarina, um farmaco com propriedades anticoagulantes (40). A sintese
deste foi catalisada pela PPL (do inglés Pancreatic Porcine Lipase) (Esquema 2.20)

fornecendo bom rendimento para o produto, mas com excesso enantiomerico baixo (22%).

Esquema 2.20. Adicéo de Michael de 4-hidroxicoumarina a benzilideneacetona catalisada por PPL

para a formacéo de Warfarina.

OH

OH OH Ph [e}
(R)

o)
o)
PPL
ol (D G Pr
DMSO/H20(10%) o

Rend. 87 %, ee =22 %
Warfarina

Fonte: Xie (40).

Inicialmente, em nosso trabalho a PPL-11 foi escolhida para promover a adicéo aldolica
entre o crotonaldeido e a 1,3-cicloexanodiona, pois a reagdo alddlica estudada previamente
entre 0 4-cianobenzaldeido e a cicloexanona (Capitulo 1) forneceu um bom rendimento (74%)
e diastereosseletividade para o aldol anti (63:36) e excesso enantiomérico de 74%. Nesse
sentido a PPL-Il poderia também catalisar a formagdo de cromenonas de nosso interesse.
Adicionalmente para nosso conhecimento, ndo existem estudos na literatura do uso da PPL-II

frente a reacdo de formacdo de 2H-cromenonas.
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2.1.4 Planejamento experimental

O planejamento experimental é uma ferramenta estatistica que busca determinar quais
das variaveis exercem maior influéncia no desempenho de um determinado processo e, obter
um modelo matematico apropriado para descrever o processo (41). O planejamento
experimental permite eficiéncia e economia no processo experimental e 0 uso de métodos
estatisticos na analise de dados obtidos resulta em objetividade cientifica nas conclusdes (41).

Um planejamento experimental inicia-se com a selecdo de variaveis ou fatores. Para isto
é necessario a escolha de um planejamento experimental entre os quais estdo o Fatorial
Completo, Fatorial Fracionario, Fatorial com Ponto Central, Composto Central, Box Behnken,

dentre outros (42).

2.1.4.1 Planejamento fatorial completo

Um planejamento fatorial completo é usado geralmente na etapa de triagem ou exploracdo
da influéncia de todas as variaveis experimentais de interesse e os efeitos de interacdo na
resposta ou respostas. Se a combinacdo de k varidveis € investigada em dois niveis, um
planejamento fatorial consistira de 2 experimentos (42). A cada nivel é atribuido um cddigo,
que varia de acordo como o experimentador, como sinais — (menos) para o nivel mais baixo e
+ (mais) para o nivel mais alto, porém o que importa é a relagdo inicial entre o sinal dado e o
efeito obtido. As combinacdes de segunda ordem ou de ordem superior séo obtidas do produto
dos sinais originais das variaveis envolvidas. Desta maneira, € construida uma matriz de

coeficientes de contraste, como a utilizada em nosso estudo (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3. Matriz de coeficientes de contraste para um planejamento fatorial 2.

No.
Exp.

O© 00O ~NOoO Ol b W N -

e vl el ol el
o WN RO

Variaveis Interacdes * Yi
X1 X2 X3  Xs4 X12 X1z X X3 Xoa X34 X123 X124 X134 X234 X1234
- - - - + + + + - - - - + +
+ - - - - - - + + + + + + - - +
- + - - - + + - - + + + - + - +
+ + - - + - - - - + - - + + + +
- - + - + - + - + - + - + + - +
+ - + - - + - - + - - + - + + +
- + + - - - + + - - - + + - + +
+ + + - + + - + - - + - - - - +
- - - + + + - + - - - + + + - +
+ - - + - - + + - - + - - + + +
- + - + - + - - + - + - + - + +
+ + - + + - + + - - + - - +
- - + + + - - - - + + + - - + +
+ - + + - + + - - + - - + - - +
- + + + - - - + + + - - + - +
+ + + + + + + + + + + + + + + +

*X12, X13, X14, X23, X4, X34 SA0 05 efeitos de interacdo de segunda ordem; Xi23, X124, X134, X234 S80 05 efeitos de interacdo
de terceira ordem, X134 é 0 efeito de interacdo de quarta ordem e Y é a variavel resposta.

A diferenca entre as médias das conversdes no nivel alto (Y, ) e as médias das conversdes

no nivel baixo (Y_) de cada coluna da matriz de coeficientes de contraste representa um efeito

(Equacdo 2.1).

Efeito= Y, — Y_ Equacéo 2.1

No planejamento fatorial completo 24 sdo obtidos 15 efeitos, classificados em:
4 principais ou de primeira ordem, que sdo produto da multiplicacdo da resposta por cada
variavel testada (X1, X2, X3 € Xa);
6 efeitos secundarios ou de segunda ordem, representando a interacdo de segunda ordem
entre as variaveis estudadas, assim a multiplicacdo da resposta por x1 e X2 geram o efeito
12, ainteracdo entre a variavel x1 e x3 gera o efeito x13 e assim por diante, 0s quais resultam
0s efeitos X12, X13, X14, X23, X24 € X34;
4 efeitos terciarios ou de terceira ordem, representando as interacdes entre trés variaveis.
Assim, a multiplicagéo da resposta por xi, X2 € X3 se denomina de efeito xi23, bem como
para as outras interacOes de trés variaveis sao obtidos os efeitos X123, X124, X134 € X234;
1 efeito de quarta ordem, definido pela interacdo simultanea das quatro variaveis,

identificado como X1234.
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2.1.4.2 Planejamento composto central

O planejamento de composto central possui a vantagem de usar um numero baixo de
experimentos, sendo que estd composto por diferentes partes (42):

1. um planejamento fatorial completo de dois niveis, podendo ser usado ainda, um

planejamento fatorial fracionario de dois niveis;

2. experimentos no ponto central, isto €, PC = 0,0 e,

3. experimentos nos pontos axiais em que X = + a, com, e a =V2. Estes pontos sdo

situados nos eixos do sistema de coordenadas com distancia + a da origem e formam a

parte estrela do planejamento.

A Figura 2.5 ilustra a configuracdo de um planejamento de composto central com duas

variaveis.

Figura 2.5. Planejamento composto central com duas variaveis e 0=V2, (m) planejamento fatorial,

(A) pontos axiais e (e) ponto central.

(V2,20)
A
(LD (¢
(0,0)
0, v2) b - A (0,V2)
¢1,-1) BMa, -
A
(-v2,0)

Para um planejamento fatorial de composto central 5 niveis séo testados, - a, - X¢, PC, X,
a. Os niveis o e Xc necessitam ser descodificados para os valores experimentais dos niveis das

variaveis a serem estudadas, e para isso utiliza-se a Equacéo 2.2.

X, —PC y
Xe=—F7— Equacéo 2.2

2

Na Equacéo 2.2, X é a condicdo codificada e X, € a condicdo original, A é a diferenca

entre os valores originais dos niveis altos e baixos do planejamento fatorial.
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2.1.4.3 Avaliacdo do modelo resultante do planejamento experimental

A qualidade do modelo obtido a partir do planejamento experimental deve ser avaliado
para determinar se é possivel fazer estimativas sobre a regido 6tima. A forma de fazer essa
avaliacdo é empregando a anélise de variancia (ANOVA) (41,43). Com a ANOVA busca-se
distinguir se as diferencas nas respostas observadas sdo devidas as diferencas significativas
derivadas de cada tratamento do planejamento ou séo devidas ao acaso (44).

A ANOVA ¢é apresentada em forma de tabela (Tabela 2.4), na qual séo descritos diferentes
parametros, a Somatoria Quadratica da Regressdao (SQRregr), a Somatdria Quadratica dos
Residuos (SQRres), a Somatéria da Falta de ajuste (SQfaj) e a Somatdria Quadratica do erro
puro (SQep). Os trés primeiros parametros referem-se ao modelo proposto e a SQep € o erro
experimental derivado das replicatas no ponto central.

Sdo apresentados também os graus de liberdade para cada parametro, em que p é 0
namero de parametros (coeficientes) do modelo, n € o numero total de observacoes
(experimentos) e m é o numero de niveis do planejamento. As Médias Quadraticas (MQ)
correspondem a razdo entre as SQ e seus respectivos graus de liberdade.

A razdo entre as médias quadraticas MQregr/ MQres e MQfaj/ MQep é usada para
calcular o valor de F, que é comparado com o F tabelado (Distribuicdo de Fischer) levando em
consideracdo o nivel de probabilidade e seus respectivos numeros de graus de liberdade.

Um bom modelo precisa ter uma regressao significativa, com valores de Fap inferiores
ao do Fcarc, € uma falta de ajuste néo significativa com valores de Ftap superiores ao do Fecac
(42). Assim, a variacdo das respostas em torno da média é descrita pelo modelo (equacdo de
regressao) e os residuos correspondem em maior parte ao erro experimental.

Na Tabela 2.4 ¢é apresentado o valor p, o qual representa a probabilidade de validade do

erro envolvido no resultado observado (43,45).

Tabela 2.4. Exemplo de ANOVA para a regressao multipla do planejamento fatorial.

_— N° de graus
Fonte de variagéo SQ de liberdade MQ Feal p
Regressdo SQRregr p-1 MQregr
Residuos SQRres n-p MQres MQregr/ MQres
Falta de ajuste SQrj m-p MQfaj .
Erro puro SQep n-m MQep MQfaj/ MQep
Total SQtotaI n-1
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Outro pardmetro ¢ o coeficiente de determinagdo R?, o qual representa a fracdo da
variagdo que é explicada pelo modelo. Sempre é desejavel um R? préximo de 1, necessario para
previsdes precisas, este parametro ndo é suficiente por si s6. E aconselhavel examinar a
distribuicdo dos residuos, pois ajuda a verificar se ndo ha erros com o modelo. Se ndo ha uma
distribuicéo aleatoria dos residuos pode-se desconfiar do modelo e investir em outros recursos
para sua melhoria (42,46,47,48).

Neste trabalho, através da ferramenta de planejamento fatorial realizou-se um conjunto
de experimentos para avaliar as melhores condicdes de reagdo entre a 1,3-cicloexanodiona e o

crotonaldeido na sintese de 2H-cromenonas.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Obijetivo geral

Estudar a reacdo de formacdo de 2H-cromenonas por biocatalise empregando as lipases de

pancreas de porco (PPL-II) e de Pseudomonas fluorescens (LPF).

2.2.2 Metas

>

Explorar a reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a na presenca de
PPL-1I através de planejamento fatorial completo, mediante as varia¢des nas condi¢des
de reacdo: massa da enzima PPL-Il, temperatura, equivalentes dos reagentes e

porcentagem de agua.

Realizar um ajuste fino das varidveis que mais influenciaram no rendimento da 2-hidroxi-
2H-cromenona 4a como produto da reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona la e o
crotonaldeido 2a na presenca de PPL-II, através da metodologia de planejamento de

composto central.

Demonstrar 0 escopo da reacdo através da extensdo da metodologia encontrada para a

sintese das 2H-cromenonas catalisada pela PPL-II.

Otimizar as condicOes de reacdo para a formacdo das 2-hidroxi-2H-cromenonas
catalisada pela LPF.

Estender a metodologia sintética otimizada na sintese de 2-hidroxi-2H-cromenonas

utilizando a enzima LPF para uma variedade de substratos.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Reagentes, solventes e meios de cultura

As enzimas foram adquiridas da Sigma-Aldrich: Lipases de Aspergillus niger (> 184 U
gh), Rhizopus niveus (> 15 U mg™), Thermomyces lanuginosus (> 3 U mgt), Amano lipase de
Burkhodelaria cepacia (> 3 U mg™?), Amano lipase de Pseudomonas fluorescences (> 20.000
U mg™?) e lipase de pancreas de porco tipo 11 (30,1 U mg™), assim como a Albumina de Soro
Bovino (BSA).

Os reagentes, crotonaldeido 1a (99%), (E)-2-pentenal (95%) 1b; (E)-2-hexenal (98%) 1c;
(E)-3-metil-2-butenal (97%) 1d; (E)-2-metil-2-butenal (96%) 1le; 1,3-cicloexanodiona (95%)
2a; 5,5-dimetil-1,3-cicloexanediona (95%) 2b; 4,4-dimetil-1,3-cicloexanediona 2c (98%); 5-
(4-clorofenil)-1,3-cicloexanediona (95%) 2d e 5-fenil-1,3-cicloexanediona (95%) 2e foram
adquiridos da Sigma-Aldrich e usados sem purificagéo adicional.

Na preparacdo de dgua de mar sintética foram usados sais organicos adquiridos da Synth.
O extrato de malte e o Agar foram adquiridos da Kasvi.

Os solventes acetato de etila (AcOEt) (P.A.), hexano (P.A.) e CHxCl, (P.A.) foram
adquiridos da Synth. Os solventes grau HPLC (hexano, isopropanol e metanol) foram
adquiridos da Panreac. Todos os reagentes e solventes foram usados sem purificacdo prévia.

A silica gel utilizada nas separacdes cromatogréaficas, com um diametro de poro de 6 nm
e tamanho de particula de 35-70 um foi adquirida da Acros Organic. Para cromatografia de
camada delgada (CCD) foram usadas placas de silica gel 60 com indicador fluorescente em 254
nm da marca Macherey-Nagel. Para cromatografia de camada delgada preparativa foram usadas
placas comerciais de silica gel 60 da marca Scientific Adsorbents Incorporate 20 x 20 cm?.

Foi usada uma solucéo de p-anisaldeido, preparada pela adi¢édo de 0,45 mL de anisaldeido
em 9 mL de etanol (95%), 0,5 mL de H2SO4 concentrado e 0,1 mL de &cido acético glacial,

todos da marca Synth.
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2.3.2 Estudo da reacéo de formacdo de 2H-cromenonas biocatalisada pela

PPL-I1 usando planejamento fatorial

2.3.2.1 Planejamento fatorial completo aplicado na reacdo entre 1,3-

cicloexanodiona la e crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-I1

Um planejamento fatorial completo 24 foi realizado com o intuito de identificar quais as
variaveis que poderiam ter maior influéncia sobre o rendimento das 2H-cromenonas 3a, 4a e
5a. Neste caso, 4 variaveis (V) foram testadas nos niveis, baixo (-1) e alto (1), como apresentado
na Tabela 2.5. Todos os parametros estudados foram combinados nos experimentos mostrados
na Tabela 2.6.

Tabela 2.5. Valores dos niveis alto e baixo das variaveis investigadas no planejamento fatorial completo

aplicado a reacéo de formacdo de 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a.

Variavel ~ Nome Nivel baixo Nivel alto
V1 Massa de PPL-1I 2mg 20 mg
. 0,1 mmol de lae 0,5 mmol de lae
V2 Equivalentes molares de la e 2a 0.5 mmol de 2a 0.1 mmol de 2a
V3 Porcentual de agua 5% 95%
V4 Temperatura 30 °C 60 °C
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Tabela 2.6. Configuracéo dos experimentos realizados no planejamento fatorial completo para a triagem
nas varidveis mais importantes no rendimento de 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a utilizando a 1,3-
cicloexanodienona l1a e o crotonaldeido 2a na presenga da PPL-II. Niveis codificados (-1 e +1) estdo
entre parénteses.

(6]
0 PPL-II
+ /\)J\H
OH DMSO, H,0 (%)

T(°C), 1h
1a 2a 3a
Exp.[ Massa de PPL-II (mg) Equiv.[] H,0 (%) T (°C)
V1 V2 V3 V4

1 2(-1) 5 de 2a (-1) 5(-1) 30 (-1)
2 20 (1) 5 de 2a (-1) 5(-1) 30 (-1)
3 2(-1) 5 de 1a (1) 5(-1) 30 (-1)
4 20 (1) 5 de 1a (1) 5(-1) 30 (-1)
5 2(-1) 5 de 2a (-1) 95 (1) 30 (-1)
6 20 (1) 5 de 2a (-1) 95 (1) 30 (-1)
7 2(-1) 5 de 1a (1) 95 (1) 30 (-1)
8 20 (1) 5 de 1a (1) 95 (1) 30 (-1)
9 2(-1) 5 de 2a (-1) 5(-1) 60 (1)
10 20 (1) 5 de 2a (-1) 5(-1) 60 (1)
1 2(-1) 5 de 1a (1) 5(-1) 60 (1)
12 20 (1) 5 de 1a (1) 5(-1) 60 (1)
13 2(-1) 5 de 2a (-1) 95 (1) 60 (1)
14 20 (1) 5 de 2a (-1) 95 (1) 60 (1)
15 2(-1) 5 de 1a (1) 95 (1) 60 (1)
16 20 (1) 5 de 1a (1) 95 (1) 60 (1)

[ Todas as reagdes foram realizadas com 0,1 mmol de reagente limitante 1a ou 2a de acordo com o experimento,
na presenca de 1 mL de solvente. [ As conversdes foram determinadas por HPLC-UV.

2.3.2.2 Planejamento fatorial de composto central aplicado na sintese de

2H-cromenonas

Uma vez que foram determinadas as variaveis mais influentes nos rendimentos da reacéo
para a obtencéo dos produtos 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a foi realizado um planejamento fatorial
de composto central buscando otimizar as condi¢Ges que levaram a maior producdo da 2H-
cromenona 4a. Foram escolhidas duas variaveis para realizar o ajuste fino, a massa enzimatica

e a temperatura.
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As varidveis foram codificadas através de seus niveis. O nimero de niveis corresponde

ao tipo de desenho experimental. Para um planejamento fatorial de composto central 5 niveis

foram testados, e seus valores do menor ao maior corresponderam aos cddigos —v2, —1,0,

1,4/2 (49). Assim, aos valores originais (reais) baixo e alto foram atribuidos os codigos -1 e 1,

respectivamente. O ponto central (PC = 0) correspondeu ao ponto médio entre os valores

originais dos codigos -1 e 1. Aplicando a Equacéo 2.3 foi possivel calcular quais foram os

valores originais correspondentes aos codigos —v2 e /2.

Equacéo 2.3

Na Equacdo 2.3, X, é a condicdo codificada e X, é a condi¢do original, A é a diferenca

entre os valores originais dos niveis -1 e 1. Na Tabela 2.7, sdo mostrados 0s experimentos que

foram executados, com as varidveis nos valores originais e codificados.

Tabela 2.7. Pardmetros experimentais do planejamento fatorial composto central realizado para a reacdo

entre a 1,3-cicloexanodienona 1a e o crotonaldeido 2a na presenga da PPL-II.

0

0
PPL-II
+ /\)J\
OH 20 DMSO (5%

T(°C), 1h
1a 2a 3a
Expld Massa de PPL-II (mg) T (°C)
1 5(-1) 35 (-1)
2 17 (1) 35 (-1)
3 5(-1) 55 (1)
4 17 (1) 55(1)
5 11 (0) 45 (0)
6 11 (0) 45 (0)
7 11 (0) 45(0)
8 2 (—V2) 45 (0)
9 11 (0) 30 (—V2)
10 20 (V2) 45 (0)
11 11 (0) 60 (v2)

3a
58,8
51,3
58,8
53,2
53,6
55,7
58,7
66,4
30,6
56,4
51,9

Conversdes(®!
da
11,7
19,7
12,5
19,2
15,3
16,1
16,3
8,1
8,0
19,3
18,6

m&dii%

5a
43,0
49,2
60,3
51,7
54,4
52,7
53,0
48,2
30,1
50,2
57,1

&l Todas as reagdes foram realizadas com 1a (0,1 mmol), 2a (0,5 mmol), DMSO (950 pL), H.0 (50

uL). 1 As conversdes foram determinados por HPLC-UV.
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2.3.2.3 Protocolo de sintese de 2H-cromenonas, extracédo e preparo de

amostra para analise por HPLC-UV

Todas as reacOes dos experimentos apresentados nas Tabela 2.6 e 2.7 foram realizadas
em um frasco de 4 mL usando DMSO como solvente. Nos experimentos do planejamento
fatorial completo a enzima foi previamente hidratada por 15 minutos antes de ser adicionada ao
meio de reacdo, em um volume de agua destilada (50 ou 950 pL). A enzima hidrata foi
adicionada ao frasco contendo os reagentes (aldeido e cetona) e adicionou o0 DMSO até
completar 1mL.

As reacdes foram agitadas em agitador magnético (200 rpm) a temperatura
correspondente (30 ou 60 °C). O tempo de reacéo total foi de 1 hora.

Apos a reacdo ser finalizada, realizou-se a extragao transferido todo o contetdo para um
tubo Falcon e foi adicionado 10 mL de 4gua e 10 mL de acetato de etila. Agitou-se em vortex
por 30 segundos e levou-se para centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min. A fase organica foi
separada da fase aquosa com uma pipeta Pasteur. Este processo de extracdo foi realizado mais
duas vezes e os volumes das fases organicas foram unificados para a evaporacdo a pressao
reduzida.

O extrato de cada reacdo foi dissolvido em 25 mL de uma mistura de agua Milli-Q e
metanol (MeOH) (50%) e analisado por HPLC-UV.

Para os experimentos relatados na Tabela 2.7 o protocolo foi similar ao descrito nesta
secdo, mas com as variagOes correspondentes a carga enzimatica e a temperatura, usando 900
pL de DMSO e 100 pL de H20. O tempo de reacdo também foi de 1 h. Em seguida foi realizado
0 processo de extracdo e preparacdo da amostra para analise por HPLC-UV utilizando coluna
quiral e aquiral. Todos os produtos foram caracterizados por IV, RMN de H e 13C.

2.3.2.4 Avaliacdo do escopo da reacdo para a formacdo das 2H-

cromenonas 4a-e

Através da condicdo que levou o maior rendimento do produto 2H-cromenona 4a a partir
do planejamento fatorial de composto central, a reacao foi realizada na escala de 1 mmol. Apoés
1 h de reacdo, os produtos foram isolados por cromatografia de coluna usando um gradiente de
95:5 a 60:40 de hexano e isopropanol. Os produtos foram detectados por UV e revelados com
solucéo de p-anisaldeido.
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2.3.2.5 Uso de diferentes aldeidos a,p-insaturados na reacédo de formacéo das

2H-cromenonas 4a-e
O escopo da reacdo foi estendido para outros aldeidos a,fB-insaturados, 0s quais possuem
diferentes cadeias alquilicas como o (E)-2-pentenal (>95%) 2b e o (E)-2-hexenal (98%) 2c,
bem como cadeias ramificadas como o (E)-2-metil-but-2-enal (>97%) 2d, empregando o
mesmo procedimento descrito na Se¢éo 2.3.2.3.

2.3.2.6 Caraterizacdo dos compostos 2H-cromenonas 3a-e e 5a-c

O (x)-2-metil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona (3a) (1,10,35,38,50).

ijl\/i Oleo incolor; rendimento: 56 mg, 34 %.
0 IV: © (cm™) = 3404, 2947, 2878, 1722, 1618, 1406, 1227, 1190, 1134, 1070,

1036, 932, 756.
RMN de *H (500 MHz, CDCls): § = 6,44 (dd, J = 10,0 e 1,5 Hz, 1H), 5,29 (dd, J = 10,0 e 3,1
Hz, 1H), 5,02 (qdd, J = 6,5; 3,1 e 1,7 Hz, 1H), 2,43 — 2,35 (m, 4H), 2,00 — 1,94 (m, 2H), 1,41
(d, J = 6,6 Hz, 3H).
RMN de 3C (126 MHz, CDCls): § = 195,13; 172,56; 118,98; 117,36; 111,41; 74,07; 36,48;
28,42; 21,77, 20,69.
HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C1oH1302": 165,0910; encontrado:165,0918.

o ()-2-etil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona (3b) (38).
| B Oleo incolor; rendimento: 105 mg (59%).
o RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § = 6,40 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 5,23 (dd, J =

10,1 e 3,1 Hz,1H), 4,80 (td, J = 5,6 € 2,2 Hz, 1H), 2,41 — 2,17 (m, 4H), 1,90 (dt, J = 12,9 € 6,4
Hz, 2H), 1,74 — 1,62 (m, 2H), 0,92 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

RMN de *3C (101 MHz, CDCls): & = 194,95; 172,81; 117,74; 117,53; 111,35; 78,78; 36,39;
28,80; 28,27; 20,61; 8,58.

HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C10H1302": 179,1067; encontrado:179,1066,
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o} (x)-2-propil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona (3c) (35,38).
iifj\/\ Oleo incolor; rendimento: 104 mg (54%).
o) RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § = 6,34 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 5,19 (dd, J

=10,0 e 3,1 Hz, 1H), 4,86 — 4,75 (m, 1H), 2,39 — 2,19 (m, 4H), 1,90 — 1,81 (m, 2H), 1,69 — 1,58
(m, 1H), 1,58 — 1,48 (m, 1H), 1,43 — 1,28 (m, 2H), 0,85 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

RMN de *C (101 MHz, CDCls): & = 194,93; 172,73; 117,78; 117,35; 111,23; 77,40; 37,75;
36,21; 28,17; 20,49; 17,44, 13,76.

HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C10H1302": 193,1223; encontrado:193,1222.

O (¥)-2,3-dimetil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona (3d) (1,50).

ijl\/i( Oleo incolor; rendimento: 105 mg (59%).
0 RMN de H (400 MHz, CDCls): = 6,01 (s, 1H), 4,68 (q, J = 6,5 Hz, 1H), 2,28

—2,16 (m, 4H), 1,84 — 1,75 (m, 2H), 1,56 (d, J = 0,6 Hz, 3H), 1,19 (d, J = 6,5 Hz, 3H).

RMN de 13C (126 MHz, CDCls): § = 194,70; 169,34; 126,98; 111,59; 111,12; 76,80; 36,12;
27,87; 20,47, 19,05; 18,55.

HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C10H1302": 179,1067; encontrado: 179,1066.

2,2-dimetil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona (3e) (1,10,35,38,50).

Oleo incolor; rendimento: 139 mg (78%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § = 6,30 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 5,14 (d, J = 10,0
Hz, 1H), 2,34 — 2,24 (m, 4H), 1,87 (qt, 2H), 1,30 (s, 6H).

RMN de 3C (126 MHz, CDCls): § = 194,74; 171,51; 122,81; 122,80; 115,73; 110,45; 79,63;
36,37; 28,56, 28,34, 20,59.

HRMS: m/z [M + H]* calcd. para C10H1302": 179,1067; encontrado:179,1058.

o (£)-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-1-il)-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-
ijfa 0 5H-cromen-5-ona (5a)
0 /Ej
HO

\
\\\

Sélido incolor, rendimento: 102 mg, 35%. Mp. 98-99 °C.
IV: v (cm™) = 3267, 2957, 2937, 2885, 2658, 1601, 1393, 1298, 1190,
1092, 1034, 995, 758, 615.
RMN de 'H (400 MHz, CD30D): § = 5,38 — 5,34 (m, 1H), 2,80 — 2,72 (m, 1H), 2,46 (t, J = 6,4
Hz, 4H), 2,39 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,37 — 2,27 (m, 2H), 2,02 — 1,90 (m, 4H), 1,42 (dd, J = 2,5,
1,5Hz, 1H), 1,39 (dd, J = 2,5, 1,4 Hz, 1H), [1,14 (d, J = 6,5 Hz, 1H)], 1,10 (d, J = 6,9 Hz, 2H),

145



Capitulo 2 Materiais e Métodos

RMN de *3C (101 MHz, CD30OD): § = 200,91; 175,49; 116,76; 114,55; 69,15; (69,11; 69,08);
69,04; 37,95; 29,93; 24,43; [24,33]; 22,21; 21,71; 21,00; [20,98; 20,95].

HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C1oH1302": 277,1434; encontrado:277,1427.

O excesso enantiomerico foi determinado pela analise por HPLC em coluna Phenomenex
LUX® (n-hexano/i-PrOH = 70:30, 1 mL/min), A = 254 nm, tr = 3,969 min, tr = 4,868 min.

Q (x)-4-etil-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-1-il)-2,3,4,6,7,8-hexaidro-
0 5H-cromen-5-ona (5b)
O /@ Sélido incolor, rendimento: 45 mg, 31%.

HO RMN de H (500 MHz, CDCl3): & = 5,27 (dd, J = 11,8; 1,6 Hz, 1H), 2,58
— 2,44 (m, 5H), 2,42 — 2,31 (m, 7H), 2,07 — 1,89 (m, 7H), 1,77 — 1,68 (m, 3H), 1,65-1,57 (m,
2H), 1,32 — 1,20 (m, 2H), [1,32 — 1,20 (m, 2H) 1,05 (t, J = 7,5 Hz, 1H)], 0,97 (t, J = 7,4 Hz,
3H), [0,89 (dt, J = 22,6, 7,5 Hz, 2H), 0,81 (t, J = 7,5 Hz, 1H)].
RMN de 3C (126 MHz, CDCls): § = 197,95; 196,89; 174,08; 168,33; 118,43; 112,85; 73,15;
37,32; 36,75; 30,17; 29,62; 29,35; 28,79; 26,65; 20,97; 20,67; 11,93.
HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C1oH1302": 291,1591; encontrado:291,1590.

(£)-2-(2-hidroxi-6-oxocicloex-1-en-1-il)-4-propil-2,3,4,6,7,8-
hexaidro-5H-cromen-5-ona (5c)
% Sélido incolor, rendimento: 32 mg, 21%.
o /@ RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6 = 5,28 (dd, J = 11,8, 1,5 Hz, 1H); [5,02
HO (d, J=10,6 Hz, 1H); 4,63 (d, J = 4,0 Hz, 1H); 4,51 (dd, J = 10,8, 3,5 Hz,
1H)]; 2,54 — 2,27 (m, 14H), 2,07 — 1,87 (m, 9H); 1,70 — 1,52 (m, 5H); 1,38 — 1,17 (m, 11H);
0,92 (t, J=7,0 Hz, 3H); [1,01 - 0,78 (m, 7H)].
RMN de *C (101 MHz, CDCls): & = 198,07; 168,45; 118,46; 112,85; 73,10; 37,29; 36,05;
29,86; 29,83; 28,79; 28,30; 20,95; 20,65; 20,48; 20,38; 14,21.
HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C10H1302": 305,1747; encontrado:305,1741.
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2.3.3 Metodologia para a formacdo de 2H-cromenonas biocatalisada por

lipases

Foi realizada uma triagem entre as lipases de Aspergillus niger (> 184 U g'1), Rhizopus
niveus (> 15 U mg'), Thermomyces lanuginosus (> 3 U mg*), Amano lipase de Burkhodelaria
cepacia (>3 Umg™), Amano lipase de Pseudomonas fluorescences (>20.000 U mg™?) e a lipase
de pancreas de porco tipo Il (30,1 U mg?) como catalisadores da reacdo entre a 1,3-
cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a para selecionar a melhor enzima na sintese de 2H-

cromenona 3a e/ou 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (Esquema 2.21).

Esquema 2.21. Reacgdo da 1,3-cicloexanodiona la e o crotonaldeido 2a catalisada por lipases.

0] 0}
/\)L _ lipase N 0
H \ + + o
DMSO, H,0 (10%) o o0 “oH

30 °C, 200 rpm Ho
2a 3a 4a 5a

1,3-cicloexadienona  crotonaldeido (£)-2H-cromenona  (&)-2-Hidroxil-2 #-cromenona (%)-2-(2-hidroxi-6-

oxocicloex-1-en-1-il)-cromenona

2.3.3.1 Triagem de biocatalisadores na sintese das 2H-cromenonas 3a e
4a

Em um bal&o de 5 mL foram adicionados 0,1 mmol (11,2 mg) de 1,3-cicloexanodiona la
e 1,0 mmol (41, 2 mg) de crotonaldeido 2a os quais foram dissolvidos em 900 pL de DMSO.
A esta mistura reacional foram adicionados 100 pL de H>O contendo 20 mg da enzima. A
reacdo foi mantida a 30 °C em agitacdo magnética (200 rpm).

Quando completadas 24 horas cada reagéo foi transferida para um tubo Falcon e foram
adicionados 10 mL de agua destilada e 10 mL de acetato de etila. Cada tubo Falcon contendo a
reacdo para a extracdo foi agitado durante 30 segundos em um vortex e submetido a
centrifugagéo a 10.000 rpm x 5 min. O solvente organico foi retirado com uma pipeta Pasteur.
A fase aquosa foram adicionados 10 mL de acetato de etila e 0 processo de extracéo foi repetido
por mais duas vezes. As fases organicas das extracdes foram unificadas e o solvente foi
removido em evaporador rotativo. A amostra obtida foi solubilizada em 25 mL de uma mistura

de 4gua e metanol (1:1) e analisada por HPLC-UV.
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O experimento de controle na auséncia da enzima também foi realizado para constatar
qual foi a contribuicdo da catalise enzimatica na reagdo, usando 0 mesmo procedimento descrito
na Secao 2.3.3.1.

2.3.3.2 Uso de diferentes solventes na reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona

e crotonaldeido catalisada pela lipase de Pseudomonas fluorescens

Foram testadas misturas de solventes DMSO e agua, CH2Cl; e 4gua, hexano e agua,
hexano e etanol, octanol e &gua, nas porcentagens 5%, 50% e 95% em todos 0s casos. As
reacOes foram realizadas em um baldo de 5 mL contendo 0,1 mmol (11,2 mg) de 1,3-
cicloexanodiona 1a e 1,0 mmol (41, 2 mg) de crotonaldeido 2a os quais foram dissolvidos em
900 pL do solvente e 100 pL de H20 contendo 20 mg da lipase na triagem descrita na Seg¢éo
2.3.3.1. Cada reacdo foi mantida em agitacdo magnética (200 rpm) a temperatura de 30 °C. As
reagdes contendo os solventes DMSO e CHCl. foram testadas adicionalmente a 50 °C. Depois
de 24 horas de reacdo cada mistura foi transferida para um tubo Falcon e extraida como descrito
na Secdo 2.3.2.3. Cada amostra foi solubilizada em 25 mL de uma mistura de agua e metanol
(1:1) e analisada por HPLC-UV.

Foram realizados alguns experimentos controles na auséncia da enzima usando 0s
solventes DMSO e CH2Cl> nas temperaturas de 30 e 50 °C para constatar a contribuicdo de cada
solvente em cada temperatura, usando o mesmo procedimento de sintese descrito na Secao

2.3.3.1 e extracdo descrito na Se¢do 2.3.2.3.

2.3.3.3 Experimentos controles na formacéo de 2H-cromenonas

Experimentos controles foram realizados na auséncia da enzima, na presenca da enzima
desnaturada previamente a uma temperatura acima de 95 °C por 20 min, para determinar se a
catalise promovida pela enzima foi especifica ou inespecifica. Foi usado o mesmo
procedimento de sintese descrito na Secéo 2.3.2.3.

Adicionalmente, para contribuir ao estudo da especificidade, foi comparada com a reacéo
na presenga de BSA, uma proteina ndo enzimatica. Os reagentes foram usados na escala de 0,1
mmol de 1,3-cicloexanodiona 1a e 0,5 mmol do crotonaldeido 2a em 900 pL de CH2ClI, e 100
pL de agua em 30 °C durante 24 h. Foi usado o mesmo procedimento de sintese descrito na
Secéo 2.3.2.3.
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2.3.3.4 Avaliacdo do escopo da reacdo na formacao de 2H-cromenonas

catalisada por LPF

Uma vez que foram otimizadas as condicdes de reacdo com 0,1 mmol da 1,3-
cicloexanodiona 1a e 5 equiv. (0,5 mmol ) do aldeido a,B-insaturados 2a em 1 mL da mistura
de solventes CH2Cl> e 4gua (10%) a 30 °C em 24 h, o seguinte passo foi realizar a reacéo na
escala de 1 mmol. Foram utilizados diferentes aldeidos a,p-insaturados 2a-c e B-dicetonas
ciclicas substituidas 1la-d.

Os produtos foram isolados usando cromatografia de coluna e eluidos com um gradiente
de 90:10 a 50:50 de hexano e isopropanol. A deteccéo foi realizada por CCD com indicador F-
254, visualizada por irradiagdo com luz UV e com uma solugéo de p-anisaldeido.

2.3.35 Uso de diferentes aldeidos a,p-insaturados na formacéo de 2H-

cromenonas 4a-c catalisada por LPF

O escopo da reacdo foi estendido para os aldeidos o,B-insaturados: (E)-2-pentenal 2b,
(E)-2-hexenal 2c e (E)-2-metil-but-2-enal 2c, os quais possuem cadeias alquilicas maiores e
ramificada. As condi¢des de reacdo utilizadas para a obtencdo das 2-hidroxi-2H-cromenonas
foram 1 mmol da 1,3-cicloexanodiona 1a e 5 mmol dos correspondentes aldeidos a.,f-
insaturados 2a-c em 10 mL de CH2Cl> e 4gua (10%) em 30 °C por 24 h. Os produtos 2-hidroxi-
2H-cromenonas 4a-c foram caracterizados por 1V, RMN de *H e *C, HRMS e analisadas por
HPLC.
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2.3.3.6 Caraterizacdo dos compostos 2-hidroxi-2H-cromenonas

o} (x)-2-hidroxi-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-one (4a) (38,51).
Solido branco; rendimento: 93%. Mp. 96-98 °C. Mistura de
O~ ~OH diastereoisbmeros 8:2 (anti:syn).

IV: v = 3294, 2959, 2932, 2990, 1634, 1603, 1456, 1400, 1342, 1229, 1163, 1130, 1030, 972,
816, 648 cm™.
RMN *H (400 MHz, CDCls): § = 5,39 (dd, J = 9,34 e 2,50 Hz, 1H), 2,89 — 2,81 (m, 1H), 2,41
—2,32 (m, 4H), 1,94 (dd, J = 13,1 ¢ 6,6 Hz, 2H), 1,75 (ddd, J = 13,5; 9,3 e 5,9 Hz, 2H), 1,10
(d, J=7,0 Hz, 3H),
RMN de 3C (101 MHz, CDCls): 8ani = 198,51; 169,78; 116,13; 93,24; 37,14; 35,81; 28,80;
23,27; 21,09; 21,02. &syn = 198,51; 169,78; 116,72; 94,49; 37,26; 35,71; 28,93; 22,95; 20,6;
20,4.
HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C1oH1503": 183,1016; encontrado: 183,1015.
O excesso enantiomeérico foi determinado pela analise por HPLC em coluna Phenomenex
LUX® (n-hexano/i-PrOH = 95:5, 1 mL/min), A = 254 nm, tr = 35,459 min, tr = 37,194 min.

0 ()-4-etil-2-hidroxi-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona (4b) (38).
Solido branco; rendimento: 58%. Mp. 91-92 °C. Mistura de
o~ Non diastereoisomeros 8:2 (anti:syn).

RMN *H (500 MHz, CDCls): 6 = 5.37 (d, J = 7,8 Hz, 1H anti), 4.90 (d, J = 5,3 Hz, 1H syn),

2.61 (dd, J=6,2 e 3,8 Hz, 1H), 2.44 — 2.25 (m, 4H), 2.08 (dt, J = 13,6 e 2,6 Hz, 1H), 1,92 (p,

J=6,5Hz, 2H), 1,73 - 1,57 (m, 2H), 1,18 — 1,07 (m, 1H), 0,91 (t, J = 7,41 Hz, 3H anti), 0,86

(t, J=7,43 Hz, 3H syn).

RMN de 3C (101 MHz, CDCls): 8ani = 198,51; 170,01; 115,43; 93,39; 37,14; 31,48; 29,83;

28,86; 27,09; 21,01; 11,74. dsyn = 198,67; 169,58; 115,99; 94,89; 37,25; 31,69; 29,37; 29,01;

25,81; 20,45; 11,18.

HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C11H1703": 197,1172; encontrado: 197,1171.

O excesso enantiomérico foi determinado pela anélise por HPLC em coluna Phenomenex

LUX® (n-hexano/i-PrOH = 98:2, 1 mL/min), A = 254 nm, tr = 137,169 min, tr = 152,024 min.
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(x)-2-hidroxi-4-propil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona (4c)
Q (3,38,51).
Solido branco; rendimento: 37%. Mistura de diastereoisomeros 8:2
0" OH (anti:syn).
RMN *H (500 MHz, CDCls): & = 5,38 (d, J = 9,4 Hz, 1H anti), 4.91 (d, J = 4,3 Hz, 1H syn),
2,70 (dd, J = 6,1 e 3,9 Hz, 1H), 2,36 (dt, J = 13,5 e 6,3 Hz, 4H), 2,06 (dt, J = 13,6 e 2,5 Hz,
1H), 1,93 (dd, J=12,9 e 6,4 Hz, 2H), 1,66 — 1,53 (m, 2H), 1,47 — 1,35 (m, 1H), 1,33 - 1,22 (m,
1H), 1,15-1,03 (m, 1H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H anti), 0,87 (t, J = 7,2 Hz, 3H syn).
RMN de 3C (101 MHz, CDCls): 8anti = 198,49; 169,96; 115,55; 93,41; 37,13; 36,70; 32,02;
28,86; 28,11; 21,01; 20,41; 14,18. dsyn = 198,66; 169,39; 116,20; 94,81; 37,25; 35,47; 32,18;
29,00; 27,76; 20,43; 20,08; 14,25.
HRMS: m/z [M + H]" calcd. para C12H1903": 211,1329; encontrado: 211,1329.
O excesso enantiomérico foi determinado pela anélise por HPLC em coluna Phenomenex
LUX® (n-hexano/i-PrOH = 98,5:1,5; 1 mL/min), A = 254 nm, tr = 174,049 min, tr = 214,826

min.

0 (x)-2-hidroxi-3,4-dimetil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona (4d)
Sélido branco; rendimento: 10%.

0" >oH RMN H (400 MHz, CDCls):  =5,12 (d, J = 9,1 Hz, 1H anti), 5,00 (d, J =
4,8 Hz, 1H syn),4,76 (s, 1H), 2,79 — 2,67 (m, 1H), 2,38 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 2,36 — 2,32 (m, 2H),
1,97 — 1,88 (m, 2H), 1,05 (d, J = 7,0 Hz, 3H anti), 0,92 (d, J = 7,0 Hz, 3H anti), 1,10 (d, J = 6,9
Hz, 3H syn), 0,89 (d, J = 6,9 Hz, 3H syn).
RMN de 3C (101 MHz, CDCls): 8ani = 198,41; 169,76; 117,18; 97,15; 36,93; 36,51; 28,61;
28,19; 21,11; 14,99; 13,14. dsyn = 199,16; 169,33; 115,07; 94,62; 37,56; 37,20; 34,17; 30,88;
21,00; 14,21; 11,61.
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2.3.3.7 Uso de diferentes B-dicetonas ciclicas na formacdo de 2H-

cromenonas catalisada por LPF

Foi substituida a 1,3-cicloexanodiona 1a por outras B-dicetona ciclicas substituidas, como
a 5,5-dimetil-1,3-cicloexanodiona 1b; 4,4-dimetil-1,3-cicloexanodiona 1c; 5-(4-clorofenil)-
1,3-cicloexanodiona 1d e 5-fenil-1,3-cicloexanodiona le. Para sua sintese foram usadas as
condi¢Oes otimizadas, 1 mmol das B-dicetonas ciclicas 1b-e ¢ 5 mmol do aldeido a,B-insaturado
2a em 10 mL do solvente CH2Cl> e agua (10%) em 30 °C por 24 h. Os produtos 2-hidroxi-2H-

cromenonas 4d-g foram caracterizados por RMN de 'H e *C.

@ 0 (¥)-2-hidroxi-4,8,8-trimetil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-
cromen-5-ona (4f)

O~ "OH o~ Non Isolado como 6leo incolor; rendimento: 60%. Mp. 107-109
°C.
RMN !H (500 MHz, CDCls): § = 5,37 (td, J = 9,2 e 2,2 Hz, 1H), 2,90 — 2,80 (m, 1H), 2,42 —
2,38 (m, 2H), 1,87 (tt, J = 16,3 e 2,6 Hz, 1H), 1,76 (qdd, J = 12,9; 10,8 e 6,3 Hz, 3H), 1,19 (d,
J=4,9 Hz, 3H), 1,10 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 1,09 — 1,06 (m, 6H).
RMN de *3C (126 MHz, CDCls): 8 =202,77; 166,97; 114,01; 92,86; 77,27; 77,02; 76,76; 40,01,
35,71; 34,44, 25,45; 24,79; 24,58; 23,46, 20,94.
O excesso enantiomérico foi determinado pela anélise por HPLC em coluna Phenomenex
LUX® (n-hexano/i-PrOH = 97,5:2,5; 1 mL/min), > =254 nm, tr = 59,577 min, tr = 62,380 min.

0 (¥)-2-hidroxi-4,7,7-trimetil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona
(49)
0~ "OH Isolado como 6leo incolor; rendimento: 69%. Mp. 75-80 °C

RMN H (400 MHz, CDCl3): § = 5,40 (dd, J = 9,6 e 2,4 Hz, 1H anti), 5,44 (dd, J=49¢e 2,9
Hz, 1H syn), 2,89 — 2,80 (m, 1H), 2,25 (s, 2H), 2,23 (s, 1H), 2,19 (s, 1H), 1,87 (dt, J=13,4 ¢
2,5 Hz, 1H), 1,80 — 1,70 (m, 1H), 1,22 (d, J = 6,9 Hz, 1H syn), 1,09 (d, J = 7,0 Hz, 3H anti),
1,05 (d, 3H syn), 1,04 (s, 3H anti), 1,02 (s, 3H syn), 1,01 (s, 3H anti).

RMN de *C (101 MHz, CDCls): 8ani = 198,35; 168,23; 114,77; 93,34; 50,93; 42,46; 35,71;
32,26; 28,97; 27,80; 23,15; 21,11. 8syn = 198,64; 168,18; 115,29; 94,44; 51,07; 42,63; 35,40;
31,85; 28,60; 28,12; 22,56; 20,34. O excesso enantiomérico foi determinado pela analise por
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HPLC em coluna Phenomenex LUX® (n-hexano/i-PrOH = 97:3, 1 mL/min), A = 254 nm, tr =
71,321 min, tr = 105,487 min.

(x)-2-hidroxi-4-metil-7-fenil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-
ona (4h)
on Isolado como o6leo incolor; rendimento: 68%. Mp. 99-100 °C
RMN H (400 MHz, CDCls): § = 7,33 — 7,27 (m, 2H), 7,25 — 7,16 (m,
3H), 5,45 (ddd, J = 30,6; 9,1 e 2,6 Hz, 1H), 3,35 — 3,23 (m, 1H), 2,94 — 2,84 (m, 1H), 2,72 —
2,45 (m, 4H), 1,94 — 1,70 (m, 2H), 1,29 — 1,24 (m, 1H), 1,12 (d, J = 7,0 Hz, 3H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCls): & = 197,90, 169,14, 142,70, 128,83, 127,08, 126,67, 115,64,
93,60, 44,10, 39,33, 36,29, 35,57, 23,62, 22,77, 21,15, 20,91,198,49; 169,96; 115,55; 93,41,
37,13; 36,70; 32,02; 28,86; 28,11; 21,01; 20,41; 14,18.
O excesso enantiomérico foi determinado pela anélise por HPLC em coluna Phenomenex
LUX® (n-hexano/i-PrOH = 97:3, 1 mL/min), A = 254 nm, tr = 181,560 min, tr = 196,071.

(x)-7-(4-clorofenil)-2-hidroxi-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-
cromen-5-ona (4i)
on lIsolado como dleo incolor; rendimento: 66%. Mp. 115-116 °C
RMN H (400 MHz, CDCls): § = 7,28 (dd, J = 8,6, 2,5 Hz, 2H),
7,13 (dd, J=8,4 e 3,6 Hz, 2H), 5,53 - 5,38 (m, 1H), 5,06 (dd, J = 27,7 e 6,7 Hz, 1H)(isdmero),
3,34 - 3,23 (m, 1H), 2,95 - 2,84 (m, 1H), 2,71 — 2,42 (m, 4H), 1,96 — 1,69 (m, 2H), 1,16 (d, J
= 7,0 Hz, 3H), 1,13 (d, J = 7,0 Hz, 3H).
RMN de *C (101 MHz, CDCls): & = 198,49; 169,96; 115,55; 93,41; 37,13; 36,70; 32,02; 28,86;
28,11; 21,01, 20,41; 14,18.
O excesso enantiomérico foi determinado pela analise por HPLC em coluna Phenomenex
LUX® (n-hexano/i-PrOH = 96:4, 1 mL/min), A = 254 nm, tr = 105,655 min, tr = 117,552 min.
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2.3.4 Determinacdo da concentracdo de proteina nos preparados

enzimaticos comerciais usados nos experimentos

A concentracdo de PPL-Il e LPF nos extratos enzimaticos comerciais foi determinada
atraves do método de Lowry modificado usando BSA como padrao (52).

Foi preparada uma curva analitica com concentra¢fes de BSA de 25 pg/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL e 250 pg/mL. Adicionalmente, uma amostra de agua foi
usada como branco (controle).

A cada solucdo da curva contendo 1 mL das soluc¢des padrao de BSA foram adicionados
5 mL da Solucéo 1 preparada pela mistura das solugdes A, B e C na hora de uso. Agitou-se por
15 minutos em temperatura ambiente e posteriormente foi adicionado 0,5 mL do reagente de
Folin, preparado pela diluicdo do reagente comercial Folin 1:1 em agua. A mistura foi agitada
e incubada por 30 min em temperatura ambiente. Ap6s 0s 30 minutos foi realizada a leitura da
absorbancia das seis solucgdes padréo no espectrofotdbmetro em 660 nm. Foi obtida a equacao
da reta (Equacgdo 2. 4) que foi utilizada para determinar a concentracdo de proteinas nas

amostras de interesse.

Preparacéo da Solucéo 1
Na hora do uso, misturou-se: 50 mL A +0,5mL B + 0,5 mL C.

Solugdo A: carbonato de sodio (Na2COs) 2% em hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N.
Solucdo B: sulfato de cobre (I1) (CuSO4) 1% em agua.
Solucéo C: Tartarato de sdédio e potassio (KNaCsH40s-4H20) 1% em agua.

Reagente de Folin:diluido 1:1 em &gua.

Abs = 0,0025 [C] + 0,0402, R? = 0,9945 Equacéo 2. 4
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2.3.5 Métodos de andlise, identificacéo e caracterizacéo estrutural

2.3.5.1 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As andlises por HPLC-UV foram realizadas em um cromatografo Shimadzu 2010:
controlador de sistema CBM-20A, bombeamento LC-20AT, desgaseificador DGU-20A5,
amostrador automatico SIL-20AHT, forno de coluna CTO-20A e detector UV-VIS SPD-
M20A. Foi usada uma coluna aquiral Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 pm)
equipada com uma pré-coluna.

Os experimentos do planejamento fatorial completo descritos na Se¢do 2.3.2.1 foram
analisados usando um método isocratico no modo reverso cuja composi¢do da fase movel foi
agua e metanol (60:40), com um fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno de 40 °C e deteccdo
a 254 nm. As amostras dos experimentos do planejamento fatorial de composto central, Se¢ao
2.3.2.2 e dos experimentos descritos na Secdo 2.3.3 foram analisadas usado um método em
gradiente no modo reverso usando acido férmico ao 0,1% em agua e metanol, como ilustrado
na Figura 2.6. O fluxo foi 0,5 mL/min, a temperatura do forno, 40 °C, deteccdo a 254 nm para
0Ss compostos 2H-cromenonas 3a-e e as 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-i, enquanto 0 composto

2-(2-hidroxi-6-oxocicloex-1-en-1-il)-cromenona 5a-e foi analisado a 286 nm.

Figura 2.6. Método de analise por HPLC-UV aquiral para as reacoes de formagdo de 2H-cromenonas
3a-e, 4a-i e 5a-e usando uma mistura de de MeOH/H>O com 0,1% de HCOOH

Conc. MeOH [%)]

0 10 20 30 40

Tempo [min]

Para as analises por cromatografia quiral foi usada uma coluna quiral Phenomenex LUX®
(250 mm x 4,6 mm, 5 um). Em todos os casos foi usado um método isocratico usando hexano
e isopropanol, cuja composigédo variou de acordo ao composto analisado. O fluxo usado foi de
1 mL/min, a temperatura do forno de 40 °C e a deteccdo a 254 nm.

Detalhes das analises encontram-se descritos nos cromatogramas na parte de Resultados

e Discusséo e no Apéndice.

155



Capitulo 2 Materiais e Métodos

2.3.5.2 Obtencao de curvas analiticas

Foram obtidas as curvas analiticas dentro do intervalo de linearidade da relacéo entre a
absorbancia e a concentracdo. A obtencdo destas curvas analiticas foi realizada a partir de
solugdes padrdo de concentragdes que variaram desde 10 a 500 mg/L, analisadas pelos dois
métodos apresentados na Se¢do 2.3.5.1 por cromatografia aquiral.

Assim, para a 2H-cromenona 3a e a 2-(2-hidroxi-6-oxocicloex-1-en-1-il)-cromenona 5a
foram preparadas solucgdes padréo de 12,5 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL; 200
pg/mL; 300 pg/mL; 400 pg/mL e 500 mg/L. Enquanto para a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a
foram preparadas soluc@es padrao de 10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400 pg/mL e 500 mg/L.

As areas correspondentes a cada concentracao foram tratadas pelo método de minimos
quadrados ajustado ao modelo da regressdo linear. Obteve-se as equacOes de primeira ordem,

cujas parametros sdo especificados na Tabela 2.8.

Tabela 2.8. Parametros das equagOes de primeira ordem obtidas das analises cromatograficas na
obtencdo de curvas analiticas para a quantificacdo das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a.
Linearidade  Coeficiente angular Intercepto

Composto r?
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
2H-cromenona 3a 0-500 35767 0,0 0,9992
2-hidroxi-2H-cromenona 4a 0-500 58422 0,0 0,9984

2-(2-hidroxi-6-oxocicloex-1-en-

) 0-600 18547 0,0 0,9983
1-il)-cromenona 5a

2.3.5.3 Determinacdo de rendimento e enantiosseletividade das 2H-

cromenonas (3a-e, 4a-i e 5a-e)

Através das analises cromatograficas por HPLC-UV aquiral foi possivel calcular as

conversdes das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a nos experimentos de planejamento fatorial e
otimizagdo. Os rendimentos das cromenonas (3a-e, 4a-i e 5a-¢) foram determinados por

isolamento em coluna cromatografica.
Os ee’s foram calculados usando a Equacéo 2.5 a partir das areas dos cromatogramas

obtidos quando se usou coluna quiral. Sendo que es e er representam as areas dos enantibmeros
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S e R, respectivamente. Estas analises foram realizadas apds os produtos serem isolados por

cromatografia em coluna.

€s —€p

ee = Equacéo 2.5

€s +€R

2.3.5.4 Medidas de difracdo de raios X em monocristal da (£)-2H-

cromenona 5a

As medidas de difracdo de raios X foram realizadas no Laboratério Multiusuério de
Cristalografia Estrutural do Instituto de Fisica de S&o Carlos pelo Professor Dr. Javier Ellena.
Os dados foram coletados em um difractdmetro XtaLAB Mini (ROW), equipado com duas
microfontes (cobre e molibdénio), utilizando a radiagdo MoKa (A = 0,71073). O cristal foi
mantido a 293 K durante a obtencdo dos dados. A estrutura foi resolvida usando Olex2 (53)
com o programa de solucad de estrutura ShelXT (54) usando Intrinsic Phasing e refinado com
0 pacote de refinamento ShelXL (55) usando minimizacdo de Minimos Quadrados.

2.3.5.5 Espectroscopia na regido de absorcao do infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido infravermelho (1V) foram realizados e adquiridos em
espectrofotdbmetro operando com transformada de Fourier da marca Shimadzu, modelo
IRafinity-1. As amostras solidas foram preparadas utilizando pastilhas de KBr e as amostras
liquidas foram aplicadas em forma de filmes sobre cristal de silicio. Os espectros foram obtidos

em frequéncias de absorgio entre 400 e 4000 cm™.

2.3.5.6 Outros equipamentos utilizados

As técnicas espectroscopicas de RMN de H e ¥C usaram os equipamentos descritos
previamente no Capitulo 1 nas Secéo 1.3.3.3. Do mesmo modo, o analisador de massas usado
na técnica de espectrometria de massas de alta resolugdo com ionizagédo por electrospray (EM-
IES) foi descrito no Capitulo 1, na Secdo 1.3.3.4. Outros equipamentos utilizados foram

descritos no Capitulo 1 na Sec¢éo 1.3.3.9.
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2.3.6 Experimentos de biotransformacéo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a

2.3.6.1 Crescimento de fungos de ambiente marinho

Para o crescimento dos fungos de ambiente marinho foram usados meios de cultura
solidos e liquidos de malte, preparados com &gua de mar sintética com a composicao dos sais,
CaCl2-2H20 (1,36 g), MgCl2-6H20 (9,68 g), KCI (0,61 g), NaCl (30,0 g), Na2HPO4 (0,14 g),
NazSOs (3,47 g), NaHCOs (0,17 g), KBr (0,10 g), SrCl,-6H.0 (0,04 g), HsBO3 (0,03 g),
dissolvidos em 1 L de agua destilada.

Os fungos foram manipulados em cabine de fluxo laminar da marca Veco. Os meios de
cultura uma vez preparados foram esterilizados em autoclave da marca Phoenix Av-50 a 121
°C e 1,5 KPa durante 20 min.

2.3.6.2 Crescimento de fungos de ambiente marinho em meio de cultura

solido

A primeira etapa do crescimento dos fungos foi realizada em placas de Petri esterilizadas
e contendo o meio de cultura sélido de malte 2% (m/v). Sobre este foram feitos os repiques e
os indculos dos fungos marinhos, usando uma alca de inoculagdo para a transferéncia de
micélios e esporos da placa de Petri com a linhagem original. Cada placa de Petri foi vedada
com fitas parafilm e incubadas a 32 °C durante 7 dias em uma estufa BOD da marca Nova
Etica.

O meio de cultura s6lido de malte 2% foi preparado pela diluicdo de 20 g de extrato de
malte em 1 L de 4gua do mar sintética ajustado a pH 7, usando solu¢des de NaOH 0,1 mol/L
e/ou HCI 0,5 mol/L. Uma vez ajustado o pH foram adicionados 20 g de Agar e dissolvidos. A
solugéo resultante foi esterilizada em autoclave. O meio resfriado a uma temperatura

aproximada de 45 °C foi vertido em placas de Petri.
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2.3.6.3 Crescimento de fungos de ambiente marinho em meio de cultura

liquido

A segunda etapa do crescimento dos fungos foi realizada em meio de cultura liquido
contendo 2% (m/v) de extrato de malte em agua de mar sintética a pH 7. O meio de cultura
liquido foi esterilizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL deste meio. O
procedimento de inoculagdo foi realizado com o meio liquido a temperatura ambiente,
transferindo os discos de 5 mm de didmetro contendo os micélios dos fungos e o meio sélido
(10 discos por cada 100 mL de meio liquido de malte 2%).

O meio liquido inoculado com os fungos foi incubado a 32 °C e mantido em agitacdo a
130 rpm durante 7 dias em um agitador orbital da marca Tecnal TE-421.

Apbs o periodo de crescimento, os fungos foram retirados do agitador e filtrados a vacuo
em um funil de Biichner. Como resultado foi obtida uma massa umida dos micélios de 3 a 4 g,

a qual foi usada nas reacdes de biotransformacéo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

2.3.6.4 Triagem de fungos de ambiente marinho na biotransformacao

da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a

As linhagens de fungos de ambiente marinho usados nos experimentos (Tabela 2.9)
fazem parte da colecdo do Grupo de Quimica Organica e Biocatalise do 1QSC-USP. As coletas
dos microrganismos a partir dos quais foram isolados os fungos foram realizadas pelo grupo de
pesquisa do Professor Dr. Roberto G. S. Berlink (Laboratorio de Quimica Organica de Sistemas
Bioldgicos-1QSC). O isolamento e a identificagdo dos fungos foram realizados em parceria com
0 Grupo de Pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Mirna Helena Regali Seleghim (Laboratdrio
de Ecologia de Microrganismos Aquaticos—-UFSCar). A colecdo de fungos identificados foi
depositada na Colecdo Brasileira de Microrganismos de Meio Ambiente e Industria, CBMAI-
CPQBA-UNICAMP.
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Tabela 2.9. Fungos de ambiente marinho usados na triagem para as biotransformac6es da 2-hidroxi-
2H-cromenona 4a.

Fungo Cadigo Microrganismo
Mucor racemosus CBMAI 847 Mussismidia hispila (cnidario)
Aspergillus sydowii CBMAI 934 Chelonaplysilla erecta (esponja)
Aspergillus sydowii CBMAI 935 Chelonaplysilla erecta (esponja)
Penicillium citrinum CBMAI 1185 Caulerpa sp. (Alga marinha)
Penicillium citrinum CBMAI 1186 Caulerpa sp. (Alga marinha)
Cladosporium sp. CBMAI 1237 Dragmacidon reticulata (esponja)

Para realizar a triagem dos fungos marinhos (Tabela 2.9) foi transferido 2,5 g de massa
umida dos micélios (obtida do crescimento dos em meio de cultura liquido de malte 2%, Sec¢éo
2.3.6.1.2) a um frasco Erlenmeyer contendo 50 mL de solugdo tampdo fosfato
(Na2HPO4/KH2PO4 0,07 M, pH 7) previamente esterilizado. A esta suspensdo de células dos
fungos foram adicionados 20 mg do composto 2-hidroxi-2H-cromenona 4a dissolvidos em 500
puL de DMSO. Adicionalmente foram preparadas reacfes controles (bidticos e abioticos), ou
seja tampéo fosfato contendo a massa micelial fungica e auséncia do composto 4a e, tampao
fosfato contendo o composto 4a em auséncia da massa micelial flngica.

Os experimentos foram realizados mantendo os frascos Erlenmeyer em agitacéo orbital
de 130 rpm, a 32 °C durante 1, 3 e 7 dias. Apos completado o tempo de cada experimento, foi
adicionado um volume de AcOEt equivalente ao volume do meio reacional utilizado e, mantido
sob agitacdo magnética por 30 min em temperatura ambiente. Em seguida foi realizada a
filtracdo através de funil de Biichner a vacuo.

A fase liquida composta por 4gua e AcOEt foi transferida a um funil de separagdo. A fase
aquosa foi coletada e extraida por mais duas vezes com 50 mL de AcOEt. A fase organica
obtida foi adicionado Na2SO4 anidro, e posteriormente filtrada e concentrada a pressao reduzida
em rotaevaporador. O extrato concentrado foi dissolvido em 10 mL de MeOH grau
cromatografico e analisado por HPLC-UV.

As etapas experimentais envolvidas na reacdo de biotransformacdo da 2-hidroxi-2H-

cromenona 4a para a triagem dos fungos marinhos estéo ilustradas na Figura 2.7.
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Figura 2.7. Etapas experimentais envolvidas na biotransformacdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a
para a triagem dos fungos de ambiente marinho.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o estudo realizado por Yang et al. (38) na catélise da reagdo entre as -
dicetonas ciclicas e os aldeidos a,B-insaturados pelas lipase de pancreas bovino e a lipase de
Pseudomonas fluorescens, cada uma das enzimas mostrou-se seletiva para a formacéo de uma
das 2H-cromenonas. Assim, a LPB catalisou a formagdo das 2H-cromenonas e LPF a formagéo
da 2-hidroxi-2H-cromenonas.

Um dos objetivos neste estudo foi identificar se a lipase de pancreas de porco tipo Il (PPL-
I1) atuou como catalisador da reacéo entre a B-dicetona ciclica 1a e o aldeido a,pB-insaturado 2a,
assim como a seletividade para a formacdo da 2H-cromenona 3a ou da 2-hidroxi-2H-
cromenona 4a.

A principio seria esperado um certo grau de seletividade da enzima para catalisar a
formacdo da 2H-cromenona 3a ou da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a, as quais sao formadas a
partir de vias diferentes de reacdo (Esquema 2.22). A 2H-cromenona 3a foi produzida através
de uma reacédo de cicloadicdo formal oxa-[3+3] e, a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a, a partir de
duas reacBes sequenciais, a primeira uma adicdo de Michael e a segunda uma reacdo de
hemiacetaliza¢do. Contudo, foi obtido além das 2H-cromenonas 3a e 4a, a formacdo da 2H-
cromenona 5a. Este Ultimo correspondeu a adi¢do do ion enolato da p-dicetona ciclica 1a aos
dois centros de reatividade do aldeido a,fB-insaturado 2a, ou seja via adi¢des 1,2 e 1,4.

Esquema 2.22. Reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-II.

o] 0 o] o
o)
+ MH PPL-TT [ + + i
OH DMSO0, H,0 (10%) o 0~ “OH 0
HO
4a 5a

37 °C, 200 rpm
1a 2a 3a

As duas vias de reacOes competitivas foram estudadas em detalhes por Moreno-Mafias
(56,57) atraves da reacdo entre a 4-hidroxi-6-metil-2-pirona e aldeidos o,p-insaturados, como
apresentadas no Esquema 2.23. Nesses estudos foram obtidos os compostos 2H-pirano em
baixo rendimento (3-6%) produto da adi¢do C-1,2 seguida de adicdo O-1,4 e o produto 2-
hidroxi-2H-pirano com rendimento baixo a moderado (13-44%) que formou-se da adi¢do C-

1,4. Junto com estes foram obtidos os produtos de adigdo simultanea C-1,2 e C-1,4 ao
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crotonaldeido gerando um produto ciclico (21-47%), o qual foi o equivalente ao composto 5a
identificado em nossos estudos, e um composto aciclico (12-47%)(Esquema 2.23A).

Um quinto composto foi formado com aproximadamente 24% de rendimento, o qual foi
obtido pela perda de uma por¢do -CH.CHO do intermediario gerado da adicdo C-1,4 e a
subsequente adicdo de uma segunda molécula da 4-hidroxi-6-metil-2-pirona ao carbono de
hibridizagdo sp? formado ap6s a perda da porgdo -CH2CHO, como mostrado na parte inferior
do Esquema 2.23B.

Com o intuito de melhorar a seletividade para a obtencdo de um dos compostos 2H-
cromenona 3a ou 2-hidroxi-2H- cromenona 4a através das condi¢cBes experimentais foi

realizado um planejamento experimental.

Esquema 2.23. Estudo da reagdo entre a 4-hidroxi-6-metil-2-pirona e crotonaldeido por Moreno-

Mafas.
(A) H N (@) (0] Me & H
o= . ¥ )=0
— ¢ _) —
OH
Adicoes 0-1,2 e C-1,4 Adicoes 0-1,2 e C-1,4
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t.a. ou 60 °C
AcOEt ou EtOH
Adicdo C-1,2 ou 0-1,4 adicdo C-1,4
Q 0 0._00s_O
/O\J:(j\ O\ W
X
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O OR OH
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O N oo
R= Me ou Et
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0+_O.__Me
~

O._OH _o o._OH ‘o 0__0 “ I 0._00._0
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Fonte: Moreno-Manas (56,57).
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2.4.1 Planejamento fatorial completo aplicado a reacdo entre a 1,3-
cicloexanodienona 1a e o crotonaldeido 2a na presenca da enzima PPL-
I

O planejamento fatorial completo foi a abordagem escolhida para explorar o
comportamento da reac&o entre a B-dicetona ciclica 1a e o aldeido a,f-insaturado 2a catalisada
pela enzima PPL-II.

Nesse planejamento fatorial avaliou-se alguns parametros, tais como a massa de enzima
(variavel 1 ou V1), os equivalentes molares dos reagentes (variavel 2 ou V2), a porcentagem
de agua (varidvel 3 ou V3) e a temperatura (variavel 4 ou V4). Nesses estudos foi usado o
DMSO como solvente e o tempo de reacdo estabelecido foi de uma hora.

As quatro variaveis foram testadas em dois niveis, alto e baixo, codificados como 1 e -1,
respectivamente, identificados na Tabela 2.5, na Se¢do 2.3.2.1. As combinacdes possiveis entre
as quatro variaveis e os dois niveis implicaram em 16 experimentos (2 niveis, 4 variaveis), 0
que constituiu um planejamento fatorial completo 24,

A partir das combinacBes da variaveis (massa da enzima, equivalentes molares dos
reagentes, porcentagem de &gua e temperatura) foi construida a matriz de coeficientes de
contraste para cada produto 3a, 4a e 5a, sendo que as respostas de cada experimento foram as
conversdes em cada produto obtido (Apéndice).

Os valores dos efeitos calculados foram descritos na Tabela 2.10 para cada produto 2H-
cromenona 3a, 4a e 5a obtido da reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a
catalisada por PPL-II.
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Tabela 2.10. Valores dos efeitos obtidos pelas interacdes das 4 varidveis frente a reacdo entre a 1,3-

cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a na formacdo das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a na presenca da

PPL-I1I.

Efeitos Descricéao

Principais

Secundarios

123
124
134
234
Quaternarios 1234

Terciarios

Valores dos efeitos para as 2H-cromenonas

3a

-10,9
-6,1
12,5
-24,3
2,3
-10,6
4,2
-5,0
-10,9
-10,1
1,0
-2,6
6,3
-1,4
7,3

4a

6,2
7,5
2,0
46
-2,8
07
0.2
-0,6
-0,8
-0,9
1,3
1,1
-0,4
1,1
-0,2

5a

19,6
14,3
6,8
17,6
13,2
-6,8
16
1,5
9,4
-6,0
-8,8
5.8
2,7
1,0
-4,7

Variaveis: V1= massa de enzima, V2= equivalentes molares dos reagentes, V3= porcentagem de agua

e V4= temperatura.

Para a identificagdo de quais efeitos foram importantes e quais poderiam ser

desconsiderados foi necessario aplicar critérios estatisticos. Para isto verificou-se qual foi a

porcentagem que cada quadrado dos efeitos exerceu sobre a soma dos quadrados dos mesmos

(Equacdo 2.6).

Porcentagem = <

E———
Y. Efeito;

)*100

Equagéo 2.6

Isto possibilitou uma distribuicdo gréfica da contribuicdo de cada um dos efeitos na

conversao dos produtos 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a, como mostrado na Figura 2.8A.
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Figura 2.8. (A) Porcentagem dos efeitos das variaveis e suas interagdes obtidas via planejamento fatorial completo
2*. (B) Probabilidade dos efeitos em influenciar no rendimento de cada produto 2H-cromenona 3a, 4a e 5a na

reacdo entre a 1,3-cicloexanodienona la e o crotonaldeido 2a na presenca da PPL-II.
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Para ficar mais evidente a relevancia dos efeitos destacados pela sua porcentagem na
conversao dos produtos 3a, 4a e 5a, verificou-se através de graficos de probabilidade a
distribuicdo dos efeitos (Figura 2.8B). Os graficos de probabilidade foram obtidos usando a
funcéo em Excel INV.NORMP mostrado em video 4/7 por Rodriguez (49,58).

Os efeitos mais importantes foram aqueles afastados do zero ou que sairam da tendéncia
que representa uma linha reta ao redor do zero nos graficos da Figura 2.8B. Assim, foi
observado que o efeito 4 (temperatura) apresentou maior influéncia sobre o rendimento da 2H-

cromenona 3a.
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Enquanto que para o rendimento do composto 2-hidroxi-2H-cromenona 4a, varios efeitos
mostraram-se importantes, tais como os efeitos 2, 1 e 4, em ordem decrescente de importancia,
correspondentes aos equivalentes molares dos reagentes, a massa da enzima PPL-Il e a
temperatura, respectivamente.

Para a 2-(2-hidroxi-6-oxocicloex-1-en-1-il)-2H-cromenona 5a quatro efeitos
influenciaram sobre seu rendimento, os efeitos 1, 4, 2 e 5, em ordem decrescente de influéncia,
ou seja, a massa da PPL-II, a temperatura, os equivalentes molares dos reagentes e a interacao
entre a massa da PPL-I1 e os equivalentes molares dos reagentes, respectivamente. Porém, para
0 produto 5a todos os efeitos foram colineares, ou seja, ndo afetaram no rendimento dentro dos
limites estudados nas quatro variaveis.

Também foi possivel identificar como esses efeitos influenciaram os niveis baixos e altos
de cada variavel nas conversdes das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a produzidos a partir da reacdo
entre a 1,3-cicloexanodienona la e o crotonaldeido 2a na presenca da PPL-Il nos 16
experimentos realizados (Tabela 2.11).

Tabela 2.11. Variaveis e niveis que influenciaram positivamente o rendimento das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a a

partir da reagdo entre a 1,3-cicloexanodienona la e o crotonaldeido 2a na presenca da PPL-II.

Composto Variavel Nivel
2H-cromenona 3a Temperatura -1 (30°C)

Equivalentes molares -1 (5 equiv. crotonaldeido)
2-hidroxi-2H-cromenona 4a Massa de PPL-11 1 (20 mg)

Temperatura 1 (60°C)

2-(2-hidroxi-6-oxocicloex-1-en-
1-il)-2H-cromenona 5a ()

(-) = As variaveis empregadas ndo influenciaram no rendimento do produto 5a.

A partir da Tabela 2.11 observou-se que a producao das 2H-cromenonas 3a e 5a ndo foi
governada pela massa de enzima adicionada, enquanto a producdo do composto 4a foi afetada
por esta variavel. A partir disto o direcionamento deste estudo centrou-se na obtengdo da 2-

hidroxi-2H-cromenona 4a.
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2.4.2 Planejamento fatorial de composto central aplicado a reacdo entre a
1,3-cicloexanodienona la e o crotonaldeido 2a na presencga da enzima
PPL-1I

Foi realizado um ajuste fino das condicGes experimentais por planejamento fatorial de
composto central para a obtencdo de 2-hidroxi-2H-cromenona 4a por ser produzido pela PPL-
.

As variaveis investigadas foram a massa enzimatica e a temperatura. Como a quantidade
de agua utilizada (5-95%) ndo influenciou no rendimento de 4a e, visando um processo mais
sustentavel, empregou-se 90% de &4gua e 10% de DMSO como co-solvente (10%).

A configuracdo dos experimentos para o planejamento fatorial de composto central foi
descrita na Tabela 2.7 na Se¢do 2.3.2.2, no qual foram estudadas as variaveis a massa de enzima
e atemperatura em 5 niveis diferentes, —/2,—1, 0, 1,+/2, os quais foram apresentados em seus

valores originais na Figura 2.9.

Figura 2.9. Configuragdo dos experimentos do planejamento de composto central para a formacéao
da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a a partir da reagdo entre a 1,3-cicloexanodienona 1a e o crotonaldeido

2a na presenca da PPL-II, variando-se a massa de enzima e a temperatura.

(45, 20)

®
(3517 @ @ 55,.17)
(45§11)
(30,11) @ 0, @ (50,11)
(35, 5) @) ® (55,5
o
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Temperatura [°C], Massa Enzima [mg]

Como resultado do planejamento de composto central foi obtido o modelo que melhor se
ajustou ao comportamento na obtencdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a. Este modelo foi
representado através do grafico de superficie de resposta, como mostrado na Figura 2.10, o
qual foi obtido usando o Software Statistica 13 (StatSoftinc, Tulsa, USA, 2013).
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Figura 2.10. Gréfico de superficie de resposta modelando o rendimento da 2-hidroxi-2H-cromenona

4a na reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a na presenca da PPL-II, variando-se
a massa da enzima e a temperatura.

\ojqy ¥ " NIOD

O modelo empirico calculado forneceu a Equacéo 2.7, onde a conversdo do composto 4a

foi em fun¢do das duas variaveis, massa de enzima (m) e temperatura (t) multiplicadas pelos

coeficientes de regressao na forma linear e quadratica, assim como na sua interacao.

Conv. 4a % =-19,826 + 1,237m + 0,950T - 0,017m? - 0,005 mt -0,008T> Equacdo 2.7

Conv. = conversdo; m = massa; T = temperatura

O modelo descrito pela Equacéo 2.7 previu que 28 mg de enzima na temperatura de 52
°C forneceria a melhor convesdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a. Porém, o ponto maximo
central encontra-se fora da faixa experimental na qual empregou-se 20 mg de enzima. Contudo,
0 modelo do planejamento foi concordante com os resultados experimentais obtidos, onde
realizou-se a reagdo com 20 mg de PPL-1l a 52 °C fornecendo o rendimento predito para o
composto 4a.

Posteriormente foi realizada uma analise de variancia e, dessa forma obteve-se os dados
descritos na Tabela ANovA (Analysis of Variance).
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Tabela 2.12. Anova para 0 modelo determinado no planejamento de composto central aplicado na
sintese da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a frente a reacdo entre a 1,3-cicloexanodienona la e o
crotonaldeido 2a na presenca da PPL-II.

ANOVA; R? = 0,81082; Ajuste: 0,62164

Fatores SQ gl MQ Teste F Valor P (95%)
(1) Massa de enzima (mg) (L) 116,9234 1 116,9234 395,3629 0,002520
Massa de enzima (mg) (Q) 2,5611"™ 1 2,5611"™ 8,6602 " 0,098676 "™
(2) Temperatura (°C) (L) 31,2570 1 31,2570 105,6919 0,009329
Temperatura (°C) (Q) 4,0351" 1 4,0351™ 13,6442 ™ 0,066106"
Interagdo 1 Le2 L 0,4108 ™ 1 0,4108™ 1,3890™ 0,359794 "
Falta de ajuste 35,2409 "™ 3 11,7470 39,7210 0,024658 "™
Erro puro 0,5915 2 0,2957
Total SQT 189,4108 10

* SQ: Soma quadratica, SQR: Soma quadratica da regresséo, g,l: graus de liberdade, SQT: Soma quadrética total,
MQ Média quadratica, Teste F (Distribui¢do de Fisher-Snedecor), ns: ndo significativo.

Dentre os parametros mostrados na Tabela Anova (Tabela 2.12), o coeficiente de
determinacéo (R?) mostrou que 81% dos dados de rendimentos foram descritos pelo modelo do
planejamento fatorial de composto central (Equacéo 2.7).

O R? n3o foi o (nico parametro usado para avaliar a capacidade preditiva do modelo, foi
necessario analisar os residuos, os quais representam o erro experimental, e verificar se eles
estavam aleatoriamente distribuidos (homocedasticos), pois 0 que se espera € que a maior parte
da variacdo total das observacdes em torno da meédia seja descrita pela equacao de regressdo e
0 restante certamente, ficard como residuos (42).

Assim, a partir da Figura 2.11 a qual ilustra o comportamento dos valores residuais frente
aos valores preditos pelo modelo apresentaram uma distribuicéo aleatoria em torno de zero em
toda a faixa de valores preditos pelo modelo. Portanto, isso demonstrou que o modelo foi

adequado para aplicar na sintese de 2-hidroxi-2H-cromenona.
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Figura 2.11. Valores residuais do modelo gerado pelo planejamento de composto central em fungéo
da conversdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a na reacdo entre a 1,3-cicloexanodienona la e o
crotonaldeido 2a na presenca da PPL-II.

Composto 4

Valores Residuais

6 8 10 12 14 16 18 20 22

Valores Preditos

Outro parametro da Tabela ANovA foi a falta de ajuste do modelo de regressao, pois o
valor-p resultou ser menor que o valor a (0,05), pelo qual o modelo calculado n&o se ajustou
com exatiddo aos dados experimentais. No entanto, nosso objetivo foi verificar o efeito das
variaveis temperatura e massa enzimatica e determinar uma condicao 6tima para obter o melhor
rendimento para a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

Na Tabela ANova também foi observada a significancia das variaveis e a tendéncia da
conversdo do produto 2-hidroxi-2H-cromenona 4a dentro dos limites das variaveis testadas (2-
20 mg de enzima e 30-60 °C). Usando como critério o valor-p para avaliar a significancia
estatistica, encontrou-se que a massa de enzima e a temperatura afetaram a conversdo da 2-
hidroxi-2H-cromenona 4a. Isto pode ser visualizado na Figura 2.12, através do diagrama de
Pareto.
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Figura 2.12. Diagrama de Pareto do planejamento experimental de composto central em funcéo da
conversdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a na reacdo entre a 1,3-cicloexanodienona la e o
crotonaldeido 2a na presenca de PPL-II.

|

(1)Massa de enzima (mg)(L) 19.884

(2)temperatura (°C)(L) 10.28066

temperatura (°C)(Q) .69381

Massa de enzima (mg)(Q) -2.94282

LxQ -1.17858

p=.05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Os fatores quadraticos temperatura (Q) e massa de enzima (Q) e a interacdo das variaveis
temperatura e massa de enzima (L x Q) ndo influenciaram na converséo do composto 4a. Deste

modo foi recalculado um novo modelo que correspondeu a Equagéo 2.8.

Conv. 4a % = -0,446+0,618*m+,192*T Equacéo 2.8

Conv. = conversdo; m = massa; T = temperatura

A equacdo de regressao linear (Equacdo 2.8) apresentou os valores preditos para as
variaveis em estudo dentro das faixas testadas que levaram a conversao maxima de 4a (22 %)
sendo que a quantidade méaxima de enzima foi de 20 mg e a temperatura foi de 60 °C.

Contudo, decidiu-se ndo realizar a reacdo na temperatura maxima (60 °C) para evitar a
uma possivel perda da estabilidade da enzima por desnaturacdo. Desta forma foi realizado um
experimento dentro das faixas testadas na condi¢do de 20 mg de enzima e 50 °C para verificar
se o valor da conversdo obtido foi condizente com o predito pelo modelo de regresséo linear.
Assim, uma conversédo de 22 % foi obtida para 4a, a qual esteve dentro dos limites de confianca
a0 95% (20 a 23%), comprovando que o modelo estudado foi adequado.

Outros experimentos em relagdo ao aumento da quantidade de enzima foram realizados,

0s quais sdo discutidos na Sec¢éo 2.4.3.
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2.4.3 Variacdo nas condic¢des reacionais da reacdo entre a p-dicetona ciclica

la e o crotonaldeido 2a na presenca da PPL-I1

Com a condicao 6tima estabelecida (20 mg de enzima e 50 °C), decidiu-se realizar outros
experimentos a temperatura de 50 °C onde se variou a massa da enzima PPL-II de 20, 30 e 50
mg. Os trés produtos cromenonas obtidos 3a, 4a e 5a foram analisados por HPLC-UV e as
conversoes estdo apresentadas na Figura 2.13.

A tendéncia observada para a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a foi um ligeiro incremento no
rendimento de 24% para 28% quando passou de 20 para 50 mg de enzima, respectivamente.
Enquanto os compostos 3a e 5a diminuiram as suas conversdes de 25% para 20% para a 2H-
cromenona 3a e de 66 para 52 % para a 2H-cromenona 5a quando foram adicionados 20 e 50
mg de PPL-II, respectivamente. Isto ocorreu provavelmente, pois uma maior quantidade de
enzima pode ter favorecida a reacdo que levou a producdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a,
concomitantemente diminuindo a quantidade de reagentes para a formacao das 2H-cromenonas
3a e 5a.

Provavelmente a participacdo da PPL-II na formacdo da 2H-cromenona 4a foi via adigéo
conjugada-1,4 a qual poderia estar competindo com a reacdo de adi¢do aldolica (adi¢do-1,2) no
para a obtencdo das 2H-cromenonas 3a e 5a.

Figura 2.13. Conversdes das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a em funcdo da massa de PPL-II na reacdo

entre a 1,3-cicloexanodienona la e o crotonaldeido 2a.
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As conversdes foram determinadas por HPLC-UV: coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
método em gradiente no modo reverso usando acido formico ao 0,1% em agua e metanol, fluxo 0,5 mL/min.
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Uma vez confirmada a participagdo da PPL-II na catalise da reacdo entre a 3-dicetona
ciclica 1a e o crotonaldeido 2a para a formacéo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a, a questdo ainda
foi saber se a formacdo deste composto ocorreu via sitio ativo ou foi devido a uma catéalise
inespecifica, promovida por aminoacidos fora do sitio catalitico da enzima.

Para comprovar se foram os residuos de aminoéacidos presentes fora do sitio ativo da PPL-
Il poderiam catalisar a reacdo entre a B-dicetona ciclica 1a e o crotonaldeido 2a na formacao da
2-hidroxi-2H-cromenona 4a, realizou-se uma reacdo na presenca da Albumina de Soro Bovino
(BSA do inglés: Bovine Serum Albumin), uma proteina cuja funcdo metabolica é a de

transportar outras moléculas no sistema biolégico, mas sem a funcéo catalitica (Figura 2.14).

Figura 2.14. Conversdes das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a na reacgdo entre a 1,3-cicloexanodienona
la e o crotonaldeido 2a na presenca de PPL-II, BSA e controle na auséncia de catalisador a 52 °C
em 2 h de reacao.
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Conversoes determinadas por HPLC-UV: coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um), método
em gradiente no modo reverso usando acido férmico ao 0,1% em agua e metanol, fluxo 0,5 mL/min.

A BSA promoveu a reacdo de formacdo das 2H-cromenonas 4a e 5a com rendimentos
similares em um tempo de 2 h (14 e 22 % para 3a, 4a e 5a, respectivamente). Este resultado
demonstrou em parte que a reacdo nao ocorreu totalmente no sitio catalitico da PPL-II,
evidenciando uma possivel catalise inespecifica.

Assim, até o momento foi possivel fazer algumas inferéncias da reacdo na presenca de
PPL-1I. A 2-hidroxi-2H-cromenona 4a foi produzida com rendimento de 17% mas, foi

favorecida pela presenca de PPL-II e o excesso do crotonaldeido 2a (5 equiv.) na temperatura
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de 52 °C e o solvente H,O e DMSO (90:10). Cabe ressaltar que o baixo rendimento é restringido
pela competigdo inerente a reatividade dos reagentes na formac&o dos produtos 3a e 5a quando
a reacao é realizada na presenca da lipase.

Na formacéo da 2H-cromenona 5a também houve a participacao da PPL-I1 (23%), pois a
lipase catalisou a reacdo de adicdo de Michael, a qual constituiu o primeira etapa para a
formagéo das 2H-cromenonas 4a e 5a.

A 2H-cromenona 3a foi formada na auséncia da PPL-11 (68%) (Figura 2.14), porém, na
presenca da PPL-1I o rendimento desta cromenona foi menor (62%) devido a reacédo
competitiva (adicdo-1,4) que levou também a formacdo das 2H-cromenonas 4a e 5a. Ainda foi
observada a instabilidade da 2H-cromenona 3a na presenca de luz e do ar pela transformacao
em produtos de degradacdo, como demostrado no final desta Secéo 2.4.3.

Também foi estudada a influéncia da variacdo do numero de equivalentes de 1,3-
cicloexanodiona 1a e do crotonaldeido 2a sobre a producéo das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a no
tempo de 1 h de reacdo. Na Tabela 2.13 encontram-se descritos 0s experimentos que
consistiram na variacdo das quantidades molares da dicetona 1a de 0,1 mmol a 0,5 mmol
mantendo constante a quantidade de crotonaldeido 2a em 0,1 mmol (Entradas 1-5) e a variacao
das quantidades molares do crotonaldeido 2a de 0,1 mmol a 0,5 mmol mantendo constante a
quantidade da dicetona 1a em 0,1 mmol (Entradas 5-10). Todas as rea¢Ges foram realizadas em
1h.

Tabela 2.13. Variagdo dos equivalentes molares dos reagentes usados na reagdo entre a 1,3-

cicloexanodienona 1a e o crotonaldeido 2a na presenca da PPL-Il no tempo de 1 hora.

Exp. mmol de la mmol de 2a equiv.2a  conv.3a% conv.4a% conv.5a %
1 0,50 0,1 0,2 1,9 8,6 32,3
2 0,40 0,1 0,25 1,4 11,2 92,3
3 0,30 0,1 0,33 2,0 12,1 108,4
4 0,20 0,1 0,5 7,0 16,1 92,1
5 0,10 0,1 1 13,0 14,7 77,1
6 0,10 0,2 2 31,5 18,0 66,5
7 0,10 0,3 3 39,9 19,0 61,4
8 0,10 0,4 4 45,1 20,2 53,5
9 0,10 0,5 5 50,9 20,0 45,8
10 0,10 1 10 61,0 22,4 33,5

conv. = conversao; equiv. = equivalente
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As conversdes apresentadas na Tabela 2.13 podem ser melhor visualizadas na Figura
2.15. O aumentou do nimero de equivalentes do crotonaldeido 2a para 0,33 equiv. levou a
conversao maxima do composto 5a, o qual era esperado de acordo com a sua Proporgado
molecular na 2H-cromenona 5a, onde foi incorporada uma molécula de crotonaldeido e duas
moléculas da B-dicetona 1a. Porém, equivalentes de crotonaldeido 2a maiores a 0,33 levaram
a diminuicdo da conversdo da 2H-cromenona 5a.

Para os compostos 3a e 4a também observou-se um incremento nas conversdes quando o
numero dos equivalentes do crotonaldeido foi aumentado. Contudo, o incremento foi maior

para 3a do que para 4a, 0 que demostrou uma maior reatividade para a adi¢do-1,2.

Figura 2.15. ConversGes dos compostos 3a, 4a e 5a em funcdo na variacdo do nimero de

equivalentes do crotonaldeido 2a na reacédo entre a 1,3-cicloexanodiona la na presenca da PPL-II.
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Conversoes determinadas por HPLC-UV: coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um), método
em gradiente no modo reverso usando &cido férmico 0,1% em agua e metanol, fluxo 0,5 mL/min.

Ao analisar a formacdo da 2H-cromenona 5a foram propostas duas rotas de reacdo
(Esquema 2.24). Na Rota-A a reagdo iniciou-se com a adigédo-1,2 do ion enolato da -dicetona
ciclica 1a a carbonila do crotonaldeido 2a fornecendo o intermediério I, o qual pode seguir dois
caminhos de reagéo.

No caminho i ocorreu a eliminacdo de uma molécula de &gua, conduzindo ao
intermediario oxatrieno I1-A. O caminho ii de reacdo do intermediario I-A seria com um
segundo ion enolato da B-dicetona ciclica 1a atraves de uma adicdo de Michael e subsequente

eliminacdo de uma molécula de agua, produzindo o intermediério I11.
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Os dois caminhos sdo provaveis de ocorrerem, porém seria necessario comprovar a
existéncia de um dos intermediarios. Contudo, os intermediérios I1-A e 111 conduziriam ao
intermediario 1V o qual através de um equilibrio tautomérico de anel-cadeia conduziu a 2H-
cromenona 5a.

Esta via de reacdo sugere porque na auséncia da PPL-11 a 2H-cromenona 5a também foi
produzida (~21%). Porém, na presenca da PPL-Il a 2H-cromenona 5a aumentou ligeiramente
seu rendimento (~35%). O que poderia ser favorecido pela participacdo da PPL-II, mostrado
pela Rota-B, onde a reacdo iniciou-se com a adi¢do-1,4 do ion enolato da B-dicetona ciclica 1a
ao crotonaldeido 2a. Neste caso podera ocorrer a ativacdo da carbonila via participacdo da
enzima por ligacdo de hidrogénio, nesta etapa seria produzido o intermediario I-B, o qual
reagiria com um segundo ion enolato da B-dicetona ciclica la através de adicdo alddlica
produzindo o intermediario I11. Esse intermediario 111 presenta um equilibrio tautomérico e a
subsequente perda de uma molécula de &gua levaria ao intermediario 1V. O intermediario 1V
como mostrado na Rota-A levou a 2H-cromenona 5a através de um equilibrio tautomérico.

Como foi proposto no Esquema 2.24, o ultimo passo levou a formacdo da 2H-cromenona
5a via um equilibrio tautomérico e gerando um produto com dois centros estereogénicos a partir

de moléculas aquirais.
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Esquema 2.24. Mecanismos propostos para a formacdo da 2H-cromenona 5a na reagéo entre a 1,3-
cicloexanodienona 1 e o crotonaldeido 2 na presenca de PPL-II, através da adi¢do-1,2 (Rota-A) e
adi¢éo-1,4 (Rota-B).

Rota-A: adicao-1,2

0
o]
o]
OH
5a
Rota-B: adicdo-1,4
o
,i‘a eo
0¥
/ |ﬁ o) OH O o OH O
o]
O/\/\—> _ = _—
o O OH O
I-B III 111
l—HZO
/X
0 o 0O HO o, O
)
P A
HO 10)
5a v

Atraves da anélise de difracdo de raios X em monocristal e do refinamento dos dados da
difracéo, foi observado a formacdo do diastereoisdmero (z)-anti-5a, como ilustrado na Figura
2.16. O par enantiomerico correspondeu aos compostos (2S,4R)-2(2-hidroxi-6-oxocicloex-1-
en-1-il)-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 5a e o0 (2R,4S)-2-(2-hidroxi-6-
oxocicloex-1-en-1-il)-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona  5a. As  estruturas
cristalograficas mostraram a presenca de duas moléculas de agua, cada uma proxima da

hidroxila do anel cetoenol. Os dados do refinamento encontram-se no Apéndice.
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Contudo, o par de diastereoisdmeros (x)-syn-5a ndo foi obtido na reacdo. Possivelemente
no produto anti-5a os grupos volumosos possuem a tendéncia em ocupar as posicées opostas

devido ao impedimento estérico menor do que no diastereoisémero (z)-syn-5a.

Figura 2.16. Representagio ORTEP para os enantiomeros do diastereoisbmero anti-2H-

cromenona 5a obtidas por difracdo de raios X em monocristal.

Também, procurou-se compreender melhor o comportamento da reacdo entre a 1,3-
cicloexanodienona 1a e o crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-Il em funcdo do tempo. Para
isto foi analisada a reacdo em diferentes tempos, de 2 a 24 h (Figura 2.17A). Experimentos
controles na auséncia da enzima também foram realizados para constatar qual foi a contribuicéo

da catalise enzimatica nesse processo (Figura 2.17B).
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Figura 2.17. Gréfico do monitoramento da formacao das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a ao longo do

tempo de reagdo entre a 1,3-cicloexanodienona la e o crotonaldeido 2a na presenca e auséncia de
PPL-II.

(A) (B)

Presenca de PPL-II Auséncia de PPL-II

* @f\/l\ o} \L/Lh%:ﬁj «“ m\ [\/\Lljﬁi]

Conversdes (%)
=
]
Conversdes (%)
5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Tempo (h)

As conversdes foram determinadas por HPLC-UV.

A producdo maioritaria da 2H-cromenona 3a no controle (78%) foi devido a que as
condicdes de reacdo favoreceram a cicloadicdo formal oxa-[3+3] via adi¢do-1,2 a qual foi
favorecida majoritariamente. Apesar da excelente conversao para a 2H-cromenona 3a na reagéo
controle, foi observado um decréscimo em 24 h, o qual sugeriu sua degradacdo. Ainda, a
degradacdo espontanea continuou ocorrendo, a qual foi comprovada pelas analises
cromatograficas.

Ao ser analisada uma amostra do composto 2H-cromenona 3a por HPLC-UV ap6s a
purificacdo por cromatografia em coluna, evidenciou-se nos cromatogramas (Figura 2.18) uma
diminuicao da area do pico em 38 min e a apari¢cdo de outros picos entre 8 e 20 min, 0s quais
corresponderam aos possiveis produtos de degradacdo da 2H-cromenona 3a. A presenca de luz
e o0 ar provavelmente contribuiram para esta degradacao espontanea. Uma variacao da cor foi
observada, de transllcido para cor amarela a laranja a medida em que a 2H-cromenona 3a foi
sendo degradada.
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Figura 2.18. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV do composto 2H-cromenona 3a. Amostra
analisada apds purificacdo (preto, ndo degradada), mesma amostra analisada ap6s 72 h (vermelho,

degradada).
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Condigdes de analises cromatogréaficas (HPLC-UV): coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 pm),
método em gradiente no modo reverso usando &cido formico ao 0,1% em éagua e metanol, fluxo 0,5 mL/min e
deteccdo em 254 nm.

Devido a degradacdo da 2H-cromenona 3a foi crucial investigar a influéncia da luz visivel
nesse processo. Assim, foram realizadas algumas reacdes controles, na auséncia e na presenca
de luz visivel e na auséncia e na presenca de PPL-11. As conversdes foram descritas na Tabela
2.14. Os experimentos revelaram gque ndo houve influéncia da luz visivel nas conversdes dos
produtos 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a, tanto na presenc¢a, como na auséncia da PPL-I1 dentro do
tempo de 1 hora de reacdo. Assim a degradacao poderia estar ocorrendo em um tempo mais

longo.

Tabela 2.14. Conversdes das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a obtidos da reagéo entre a 1,3-cicloexanodiona

la e o crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-II na presenca e na auséncia de luz visivel no tempo de 1

hora.
o] o o i

O (@)

é\ N /\)LH PPL-II ij\/ﬁ\ + ij\)j\ + o

OH O O OH
HO
1a 2a 3a 4a 5a
E iment Conversoes (%)
Xperimento

P 3a 4a 5a
MC- Presenga de luz 71 22 35
MC- Presenca de luz - Controle 98 6 22
MC-Auséncia de luz 71 22 31
MC- Auséncia de luz — Controle 96 6 18

CondicGes de reacdo: 0.1 mmol de 1, 0,5 mmol de 2, 950 pL de &gua, 50 pL de DMSO, 52 °C, 1 h. Conversdes
determinadas por HPLC, coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), método em gradiente no
modo reverso usando &cido férmico ao 0,1% em &gua e metanol, fluxo 0,5 mL/min.
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Apesar de néo ser observado diferencas nos rendimentos dos produtos para as rea¢fes na
presenca e na auséncia de luz durante o tempo de 1 h, na literatura é descrito que 0s compostos
2H-cromenos sofrem abertura do anel pirano na irradiacao de luz, devido a quebra da ligacdo
C(sp%)-0 que conduz a um equilibrio entre a forma fechada e a forma aberta (Esquema 2.25) e
um conjunto de estereoisomeros sdo formadados a partir da forma aberta (59,60).

A forma aberta possui diferentes estabilidades e seus espectros de absorcao estdo na faixa
visivel. O fenbmeno é fotoquimicamente e termicamente reversivel. Este processo pode ocorrer
muitas vezes, mas nem sempre é completamente reversivel, particularmente na presenca de
oxigénio podem ocorrer reagdes competitivas e/ou fotorreagdes, as quais limitam a aplicacdo
comercial destes sistemas (59,60).

Esquema 2.25. Equilibrio entre as formas ciclica e aciclica das 2H-cromenonas na presenca de luz.

Ry
hV1 7

R._/ | ~ R _— _/ = Ro

T 1 —— T R

(6] A, hv, X o
R
Forma ciclica Forma aciclica s-trans
(incolor) (colorida)

2.4.4 Ampliacéo do escopo da reacéo entre a p-dicetona ciclica 1a e aldeidos

a,p—insaturados 2a-e catalisada pela PPL-II

Neste trabalho, outros substratos derivados da B-dicetona ciclica 1a e aldeidos a,fB—
insaturados foram avaliados para ampliar o escopo da reacdo. Devido ao melhor rendimento do
composto 3a na reacdo na presenca de PPL-11, as condi¢cdes otimizadas foram aplicadas para a
obtencédo das 2H-cromenonas 3b-e. Cada uma delas foi obtida como um 6leo e sua degradacao
espontanea parcial foi observada nas primeiras 24 h.

Os cromatogramas das reacOes para a obtencdo das 2H-cromenonas 3a-e, 4a-e e 5a-e a
partir da catalise pela PPL-11 sdo apresentados na Figura 2.19. As reacdes foram analisadas
apos 1 h de reacgéo, apoOs serem extraidas e concentradas por evaporagéo rotativa.
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Figura 2.19. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV dos produtos 2H-cromenonas 3a-f, 4a-f e 5a-f
obtidas da reacédo entre as B-dicetonas ciclicas 1a-b e os aldeidos o,p—insaturados 2a-f na presenca
da PPL-II.
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CondicGes de analises cromatograficas (HPLC-UV): coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
método em gradiente no modo reverso usando acido formico ao 0,1% em agua e metanol, fluxo 0,5 mL/min e
deteccdo em 254 nm. Amostras das reacOes analisadas ap6s work-up.
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Os seus rendimentos foram determinados logo apés a purificacdo por cromatografia de
coluna e séo apresentados na Tabela 2.15. A reacgéo foi realizada em uma escala de 1 mmol da
B-dicetona ciclica 1a e do aldeido a,B—insaturado correspondente. Os cromatogramas dos
compostos purificados das primeiras trés reacdes apresentadas na Figura 2.19 sdo apresentados
na Figura 2.20. As 2H-cromenonas 3d e 3e ndo foram analisadas por HPLC-UV ap06s
purificacdo, devido aos processos de degradacao serem muito rapidos.

Figura 2.20. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV para 0os compostos 2H-cromenonas 3a-c, 4a-c
e Sa-c
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Condices de analises cromatogréaficas (HPLC-UV): coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6
mm, 5 um), método em gradiente no modo reverso usando &cido férmico ao 0,1% em &gua e metanol,
fluxo 0,5 mL/min e detecgdo em 254 nm.
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Tabela 2.15. Reacdo de formacdo de 2H-cromenonas 3a-¢, 4a-e e 5a-e obtidas entre a -dicetona ciclica
1a e os aldeidos a,p—insaturados 2a-e na presencga da PPL-II.

R
Q (0] R (R R
o eeLm *OH
+ ¥z
HJ\/H@ H,0/DMSO(10%)
o} R3 50°C,1h
1a 2a-e (£)-3a-e (£)-4a-e (£)- 5a -e
o 0
0L ﬁﬁ
0 0~ “OH
3a (34%) 4a (22%) 5a (35%
3b (59%) 4b (15%) 5b (31%
o)
o}
HO
3c (54%) 4c (5%) 5¢ (21%)
0
o)
@(I 0
HO
3d (59%) 4d (8%) 5d (17%)
o)
o}
fI} éﬁi 0
HO
3e (78%) 4e (nd) 5e (nd)

Os rendimentos (%) foram obtidos ap6s o isolamento por cromatografia em coluna.

Essas reagOes produziram resultados moderados a elevados para as 2H-cromenonas 3a-e
através da reacdo de adicdo formal oxo-[3+3], que foi favorecida pelas condi¢fes da reagdo
(solvente e temperatura) e ndo pela presenca da PPL-11, como mostrado na reacdo controle.

Né&o foi observada uma tendéncia no rendimento das 2H-cromenonas 3a-c de acordo o

tipo de substituinte na cadeia lateral do aldeido a,B—insaturado. Quando o aldeido foi o
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crotonaldeido 2a (R1= Me, R2e Rz = H) o rendimento de 3a foi 34%; quando o aldeido a,B—
insaturado foi o 2-pentenal 2b (R1 = Et e R2e R3= H) o rendimento de 3b foi 59 % e quando
foi 0 2-hexenal 2c (R1=Pr e R2e R3=H) o rendimento de 3c foi 54%. Esta falta de correlagdo
do rendimento com a estrutura do aldeido pode ser devida a que os grupos R; estdo afastados
da carbonila e ndo influenciaram na adicéo aldolica.

O aldeido 2-metil-2-butenal 2d (R1 e R3 = Me e R2 = H) conduziu a 2H-cromenona 3d
com um rendimento de 59%, no qual a presenca de um grupo metila em Rz provavelmente
ocasionou um impedimento estérico para a adicdo aldolica no primeiro passo da reacdo de
cicloadicdo formal oxo-[3+3], por estar proxima a carbonila.

A 2H-cromenona 3e foi obtida com um rendimento de 78%, a qual foi formada a partir
do 3-metil-2-butenal 2d (R1e R2= Me e Rsz = H). Este rendimento foi similar ao obtido para o
crotonaldeido 2a onde houve presenca de apenas um grupo metila (R1=Me, R2e R3=H). Neste
caso observou-se que a presenca de dois grupos metilas em Ri e em R2 ndo provocou um
impedimento estérico no processo de eletrociclizago 6.

Por outro lado os hemicetais ciclicos 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-d foram produzidos
na presenca da PPL-Il com rendimentos baixos (5-22%, Tabela 2.15) de acordo com o tipo de
cadeia alquilica presente no aldeido a,p—insaturado (Me, Et, n-Pr). Assim, quando o aldeido foi
o crotonaldeido o rendimento foi de 22%, ao passar para o 2-pentenal o rendimento foi de 15%
e para o 2-hexenal obteve-se um rendimento de 5%. Vale destacar que a série de 2-hidroxi-2H-
cromenonas 4a-d foram obtidas e se mantiveram estaveis.

O rendimento também foi baixo quando o aldeido a,B—insaturado presentou ramificagdes
na cadeia, como o 2-metil-2-butenal 2d que levou a 2-hidroxi-2H-cromenona 4d com 8% e,
com o 3-metil-2-butenal 2e para o qual incluive, ndo foi detectada a formacao da 2-hidroxi-2H-
cromenona 4e. A ramificacdo da cadeia no carbono sp? possivelmente dificultou a adicdo de
Michael (adicdo-1,4) no 3-metil-2-butenal 2e via adigdo nucleofilica do ion enolato da f-
dicetona ciclica 1a.

A mesma tendéncia no decaimento do rendimento foi observada nos produtos 5a-e onde
0 aumento do tamanho da cadeia alquilica do aldeido o,B—insaturado (2a-c) ou sua ramificacao
nos carbonos sp? (2d-e) ocasionou o desfavorecimento via adi¢do-1,4 do correspondente ion
enolato. Contudo, os rendimentos para as 2H-cromenonas 5a-d foram maiores que nas 2-
hidroxi-2H-cromenonas 4a-d. Uma razéo pode ser que a reacdo da adicdo a partir do segundo
ion enolato da B-dicetona ciclica 1a ocorreu com uma maior velocidade do que a reagdo de

ciclizacdo que levou aos hemicetais ciclicos 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-d.
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2.4.5 Triagem biocatalisadores para a obten¢ao da 2-hidroxi-2H-cromenona

4a catalisada por diferentes lipases

Com o intuito de encontrar outros biocatalisadores para a formacao da 2-hidroxi-2H-
cromenona 4a, foi realizada uma triagem com algumas lipases isoladas de microrganismos,
como a lipase de Aspergillus niger, a lipase de Rhizopus niveus, a lipase de Thermomyces
lanuginosus, a lipase de Burkhodelaria cepacia e a lipase de Pseudomonas fluorescences. Estas
enzimas foram comparadas com a PPL-1I nas mesmas condicdes de reacdo e com um controle
realizado na auséncia de lipases Figura 2.21.

As condicOes de reacdo usadas para a triagem foram o solvente DMSO e H20 (90:10) e
a temperatura 30 °C. Aqui inverteu-se a propor¢do dos solventes e diminuiu-se a temperatura
em relacdo as condi¢des obtidas no planejamento experimental (H.O e DMSO, 90:10 e 52 °C),
pois na reacdo controle (auséncia de lipase) estas condigdes contribuiram para a conversao da
2H-cromenona 3a (98%), e neste caso o0 objetivo foi a obtencao da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a
sem a interferéncia das condicGes de reacdo. Cabe ressaltar, que o ideal seria fazer um estudo
detalhado da melhor condicao reacional com cada lipase, mas isso ndo foi realizado por razdes
de praticidade.

Em geral todas as lipases estudadas contribuiram para a producdo das 2H-cromenonas 3a,
4a e 5a (Tabela 2.16). A lipase de Rhizopus niveus e PPL-II catalisaram a formacao de 3a,
contudo sem regiosseletividade, pois as cromenonas 4a e 5a foram produzidas em conversées
similares. As lipases de Thermomyces lanuginosus, Burkhodelaria cepacia e Aspergillus niger
contribuiram para a formagdo da 2H-cromenona 5a em conversdes de 54, 42 e 40%,
respectivamente. Entretanto, a lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF) foi a mais seletiva
para a producdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a com 74% de conversdo. As cromenonas 3a e

5a foram produzidas em 17 e 38 %, respectivamente.
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Figura 2.21. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da reacéo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o

crotonaldeido 2a para a formacéo das 2H-cromenonas 3a, 4a
reacdo controle.
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CondicGes de analises cromatogréaficas (HPLC-UV): coluna Luna C1

8 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um),

método em gradiente no modo reverso usando acido férmico ao 0,1% em &gua e metanol, fluxo 0,5 mL/min e
deteccdo em 254 nm. Amostras das reacoes analisadas apos work-up.
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Tabela 2.16. Triagem de lipases na reacdo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a para a
formagé&o das 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a.

o}

(o] (6] o)
(6] . (o]
OH DMSO/H,0 (10%) o o~ “OH
30°C, 24 h HO
1a 2a 3a 4a S5a
. . . ) Conversoes (%)
L Abreviatur !

ipase breviatura  Atividade (U mg™) 33 4a 54
Aspergillus niger LAN >0,184 16 25 40
Rhizopus niveus LRN >15 39 21 36
Thermomyces lanuginosus LTL >3 27 14 54
Burkhodelaria cepacia LBC >3 20 10 42
Pseudomonas fluorescences LPF >20.000 17 74 38
Péancreas de porco tipo Il PPL-II 30,1 32 16 34
Controle (auséncia de 13 3 12

lipase)

Conversoes determinadas por HPLC-UV: coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um), método
em gradiente no modo reverso usando &cido férmico ao 0,1% em &gua e metanol, fluxo 0,5 mL/min. Na triagem
foram usados 20 mg de preparado enzimatico comercial das lipases. Atividade das lipases fornecida pelo
fornecedor.

Assim, a LPF foi selecionada para ampliar o escopo de reacdo ap6s serem testadas
algumas condic¢oes, especialmente o solvente com o intuito de encontrar uma condicdo que
levasse a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a com maior seletividade em relacdo as 2H-cromenonas
3a e 5a (Sec¢ao 2.4.6).

2.4.6 Triagem de solventes frente a reacdo da 1,3-cicloexadienona la e o

crotonaldeido 2a com a lipase de Pseudomonas fluorescens

A lipase de Pseudomonas fluorescens foi estudada por Yang et al. (38), os quais
descreveram a formacdo majoritaria da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a frente a a reacao da 1,3-
cicloexadienona 1a e o crotonaldeido 2a.

Neste trabalho o solvente utilizado foi o CH2Cl, a 30 °C durante 24 h. Assim, no presente
trabalho foram escolhidas misturas binarias de solventes imisciveis, como CH.Cl, e agua,
hexano e 4gua e 1-octanol e 4gua, assim como hexano-etanol (Tabela 2.17). Isto com o intuito
de testar o fenbmeno de ativacdo interfacial caracteristico das lipases, no qual a ‘alga’ que
permite a entrada e saida dos substratos no sitio catalitico se move em dire¢do a conformacéo

aberta na presenca de solventes ndo polares e em interface 6leo/agua (61,62).
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Tabela 2.17. Conversdes obtidas para as 2H-cromenonas 3a, 4a e 5a na reagdo entre a 1,3-
cicloexanodienona 1a e o crotonaldeido 2a na presenca da LPF.

- Condicéo Conversoes (%)

Mistura de solventes 3a 4a 5a
1 CH.Cl, (1,25) H.0 (5%) 12 76 5
2 CH.Cl, H.0 (10%) 22 71 3
3 CH.Cl; H.0 (95%) 15 53 3
4 Hexano (4,00) EtOH (5%) 27 55 10
5 Hexano EtOH (50%) 43 43 8
6 Hexano EtOH (95%) 41 44 10
7 Hexano H.0 (5%) 2% 56 11
8 Hexano H20 (50%) 35 62 5
9 Hexano H20 (95%) 27 59 10
10 CH:ClI2 Na;HPO4/ KH,PO4#(5%) 14 71 6
11 CH:ClI2 Na,HPO4/ KH,PO4#(50%) 16 o5 3
12 CH:ClI2 Na,HPO./ KH,PO4#(95%) 7 39 2%
13 1-Octanol (3,07) H-0 (5%) 44 39 3
14 1-Octanol H-0 (50%) 2 64 3
15 1-Octanol H-0 (95%) 31 53 5
16 CH.CI, H20 (10%)™] 6 51 28

[a] Tampéo fosfato 70 mM, pH 7. bl A reacdo foi realizada a 50 °C. Conversdes determinadas por HPLC-UV:
coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um), método em gradiente no modo reverso usando acido
férmico ao 0,1% em agua e metanol, fluxo 0,5 mL/min. Os valores entre parénteses na segunda coluna
correspondem aos log P dos solventes organicos (63).

A condicdo usada por Yang et al. (38) (Entrada 1, Tabela 2.17) mostrou ser claramente
a melhor para a formagdo do composto 4a (CH2Clz e H20, 95:5 e 30 °C, 24 h), pela conversao
e formacédo minoritaria dos compostos 3a e 5a. Ao mudar a composi¢do do solvente (CH2Clz e
H>0, 90:10) a 30 °C n&o houve alteracao significativa na conversdo para o produto 4a (71%).
Ao inverter a proporc¢éo dos solventes CH»Cl e H20 (5:95) a 30 °C a conversdo diminuiu para
a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (53%) (Entrada 3, Tabela 2.17), demonstrando o efeito de ter
conteudo significativo de dgua na diminuig@o na conversdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

A mistura dos solventes hexano e EtOH (Entradas 4-6, Tabela 2.17) foi utilizada nas
proporcoes de 95:5, 50:50 e 5:95, nas quais foi observado um rendimento de 4a de 55, 43 e

44%, respectivamente. Estes rendimentos foram moderados, poréem foi produzida a 2H-
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cromenona 3a em rendimentos de 27, 43 e 41 %, respectivamente. Estes resultados
demostraram que contetdos significativos do solvente polar, neste caso 50 e 95%, forneceram
menores conversdes para a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

Para a mistura de hexano e H.O (Entradas 7-9, Tabela 2.17) foram utilizadas as
proporcoes de 95:5, 50:50 e 5:95, nas quais as conversoes da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a foram
56, 62 e 52%, respectivamente em competicdo com a 2H-cromenona 3a a qual foi produzida
em 26, 35 e 27 %, respectivamente.

Outra mistura de solventes testada foi a de CH2Cl. e tampéo fosfato (Na2HPO4/ KH2POs),
onde utilizou-se a porcentagem do tampéo fosfato de 5 a 50 e 95% (Entradas 10-12, Tabela
2.17). Observou-se que a proporcdo 5% do tampdo fosfato ndo afetou significativamente a
producdo dos compostos 3a, 4a e 5a (14, 71 e 6%) quando comparados ao experimento da
Entrada 1 (12, 76 e 5%). As proporcdes 50% e 95% renderam a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a
em 25 e 39%, respectivamente.

A mistura de 1-octanol e H.O (Entradas 13-15, Tabela 2.17) onde variou-se a
porcentagem de H20 de 50 % forneceu a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a em excelente rendimento
(64%). Porém, a 2H-cromenona 3a foi produzida com 26 % de rendimento. Uma desvantagem
deste solvente é seu elevado ponto de ebuli¢do (195 °C), ainda assim, pode ser uma alternativa
frente ao uso de lipases em biocatalise.

Nestes estudos solventes polares como agua e etanol em quantidades > 50% nas misturas
binarias imisciveis levaram a diminuicdo na conversdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a pela
LPF. Neste caso o rendimento pode ter sido afetado devido a solvatacdo dos grupos polares da
enzima (21), os quais poderiam contribuir para a catélise da reacéo.

Tomando a composicédo de solventes da Entrada 2 (Tabela 2.17) a uma temperatura de
50 °C (Entrada 16, Tabela 2.17) com o intuito de melhorar a regiosseletividade, foi observado
0 decaimento na conversdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (51%). Neste caso, 0 aumento da
temperatura de 30 °C para 50 °C teve um efeito desfavoravel na conversdo da 2-hidroxi-2H-
cromenona 4a e 0 aumento na conversao da cromenona 5a (28%).

Assim, de acordo com os dados da Tabela 2.17, foi escolhido a mistura de CH2Cl: (log
P 1,25) e 4gua (90:10) e a temperatura de 30 °C, que favoreceram a producdo da 2-hidroxi-2H-
cromenona 4a. Contudo, o CH2Cl> néo atende aos principios de quimica verde, por se tratar de
um solvente toxico, o que impossibilita se uso em larga escala visando a sintese de moléculas

bioativas.
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2.4.7 Avaliacdo do escopo da reacéo biocatalisada pela LPF na formacéo de

2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-c

Ap0s a escolha da melhor condicéo para a sintese da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (CH2Cl»
e H20, 9:1, 30 °C), a proxima etapa do trabalho foi avaliar o escopo da rea¢do com a LPF.

Na Tabela 2.18 foram apresentados os produtos majoritarios (4a-c) e minoritarios (3a-c)
formados pela reacdo dos aldeidos a,B-insaturados (2a-c) e a B-dicetona ciclica 1a.

Tabela 2.18. Escopo da reagdo entre a B-dicetona ciclica 1a e os aldeidos a,B-insaturados 2a-c na

formag&o das 2H-cromenonas 3a-c e 4a-c na presenca da LPF.

0 R
2 o H ? !
+ HJJ\%R L» | N +
1 CH,Cly/H,0(10%) .,
o 30°C, 24 h 0" Ry 0~ “OH
1a 2a- (£)-3a-c (+)-4a-c
O~ "OH
(x)-4a (i)'4b (x)-4c
(93%: 8:2 anti:syn) (58%: 8:2 anti:syn) (37%: 8:2 anti:syn)
O
(1. iiL iijw
O
3a (nd) (£)-3b (15%) (£)-3c (19%)

Dentre os rendimentos obtidos com a LPF observou-se que ao aumentar a cadeia alquilica
do aldeido a,B-insaturado (R = metil, etil, n-propil), o rendimento diminuiu concomitantemente.
Quando R1 foi o grupo metila o rendimento foi 93% para 4a, porém ao substituir para 0 grupo
etila o rendimento foi de 58 % para 4b, e ao substituir para o grupo n-propila o rendimento foi
de 37% para 4c.

Essa reducdo do rendimento talvez seja devido ao fato que grupos substituintes maiores
dificultaram o ataque do ion enolato da 1,3-cicloexanodiona la via adi¢cdo C-1,4, o qual
corresponde ao primeiro passo para a formagéo das 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-c. Porém, foi
observada uma tendéncia oposta no rendimento das 2H-cromenonas 3a-C a0 aumentar o

tamanho da cadeia alquilica dos aldeidos «.B-insaturados 2a-c. Claramente, este
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comportamento esta associado com o ataque mais favorecido ao grupo carbonilico do aldeido.
Assim houve favorecimento da adi¢do-1,2 em detrimento da adi¢do-1,4.

Por outro lado, alterando-se o tipo de B-dicetona ciclica 1a-d (Tabela 2.19) ndo houve
um efeito significativo no rendimento da reacao de formacéo de 2-hidroxi-2H-cromenonas 4d-
g, mostrando que todas as quatro dicetonas utilizadas apresentaram reatividades semelhantes,

independentemente do tipo de grupos substituintes (alquilas ou aromatico).

Tabela 2.19. Escopo da reacdo de formacdo de 2-hidroxi-2H-cromenonas 4e-h na presenca da LPF
variando o tipo de B-dicetona ciclica 1a-d e mantendo o crotonaldeido 2a.

O
)1\)\ FPL
R1_ |
H,0/DMSO(10%) 0" “oH

l1a- d 2a 4e-h

Q@m

4e (60%) 4f (69%)

4h (66%)

* Os rendimentos (%) foram obtidos pelo isolamento por cromatografia em coluna.

Os cromatogramas das reacdes para a obtencdo das 2H-cromenonas 4d-g a partir da
catalise pela LPF sdo apresentados na Figura 2.22. Os cromatogramas dos compostos
purificados foram analisados por HPLC-UV aquiral (Figura 2.23), para sua posterior analise
por HPLC-UV quiral, os quais s&o apresentados no Apéndice. N&o foram obtidos excessos
enantioméricos de acordo com os cromatogramas via analises em coluna quiral, onde s6 foram
observados os pares diastereocisoméricos maioritarios (produto anti). Destaca-se que todos 0s
compostos obtidos foram estaveis e possibilitaram suas andlises cromatograficas e as
caracterizagdes via RMN, 1V, HRMS (Apéndice).
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Figura 2.22. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV dos produtos 2H-cromenonas 4d-g obtidas da

reacdo entre as B-dicetonas ciclicas 1a-d e o crotonaldeido 2a na presenca de LPF.
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Condices de analises cromatogréaficas (HPLC-UV): coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6
mm, 5 um), método em gradiente no modo reverso usando acido formico ao 0,1% em agua e metanol,
fluxo 0,5 mL/min e detecgdo em 254 nm. Amostras das reagdes analisadas ap6s work-up.
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Figura 2.23. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV das 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-g obtidas da
catélise com a LPF ap6s purificagdo por cromatografia de coluna.
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Condices de analises cromatogréaficas (HPLC-UV): coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6
mm, 5 um), método em gradiente no modo reverso usando acido férmico ao 0,1% em agua e metanol,
fluxo 0,5 mL/min e detecgdo em 254 nm.

2.4.8 Caracterizacdo espectroscopica por RMN dos compostos 2-hidroxi-

2H-cromenonas

Antes de realizar a analise espectroscépica dos compostos obtidos, é importante entender
a estrutura quimica das 2-hidroxi-2H-cromenonas sintetizadas. Para isto foi realizada
inicialmente uma comparacdo com a estrutura da Warfarina, um farmaco usado como
anticoagulante e do qual foi realizado um estudo tedrico-experimental sobre seu tautomerismo
por Guasch et al. (64). A estrutura do composto 2-hidroxi-2H-cromenona 4a é similar a do
composto Warfarina. Os autores deste estudo encontraram 40 tautbmeros tedricos para a
Warfarina a partir das combinacdes das formas tautoméricas das subestruturas mostradas no

Esquema 2.26.
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Esquema 2.26. Tautomerizacdo de subestruturas da Warfarina e da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

(B) OH 0 OH OH
A=A A=A= KK

Parte ceto da cadeia lateral

©

Warfarina p 0 Q "
s aneee”
OH (0] OH
(A) v OH
OH o o OH o] ]
X (R/S)
= = L[| = A0
0" o 0" o 0~ “OH o o

Parte B-ceto lactona L Fechamento de anel )
o) (\) (B") ? OH OH
®s) _—) ~ 7~ = %
OH Parte ceto da cadeia lateral
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£ ( Y
. O - O O,
@ ioagile et
< OH
0 O
OH - O o
QL= oC a
‘e,
OH
o OH (o)
Parte B-dicetona Fechamento de anel

Adaptado de Guasch et al. (64).

A Warfarina exibe tautomerismo prototropico, 0 movimento intramolecular de
hidrogénio de um atomo para outro, bem como o tautomerismo de anel-cadeia onde o
movimento do prdton é acompanhado pela abertura ou fechamento do anel.

Todas as formas de Warfarina de cadeia aberta exibem tautomerismo cetoendlico tanto
na parte p-ceto lactona como na parte ceto da cadeia lateral (Esquema 2.26-A e B). A parte -
ceto lactona (Esquema 2.26-A) possui um centro estereogénico. Portanto, existem dois
enantidomeros que somados as formas endlicas leva a quatro estruturas diferentes.

Com a porcdo ceto da cadeia lateral na forma de enol (Esquema 2.26-B) envolvendo a
metila terminal tem dois isdmeros possiveis: configuracdo E e configuragdo Z. Isto cria quatro
formas distintas para a tautomerizacdo da cadeia lateral. A combinacdo de ambas as partes

conduz a 16 formas tautoméricas de cadeia aberta.
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A formas tautoméricas abertas podem ciclizar para formar o hemicetal ciclico de 4-
hidroxicumarina ou o hemicetal ciclico 2-hidroxicromona (Esquema 2.26-C).

O fechamento do anel cria um novo centro de assimetria, de modo que dois possiveis
diastereoisémeros podem se formar para cada fechamento, para um total de quatro tautdmeros
distintos. Levando em conta ambos os enantidmeros da Warfarina, 0 nimero de possiveis
tautdmeros atinge um total de 40.

Por analogia a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a presenta simetria na por¢do B-dicetona, a qual
resulta em duas formas tautoméricas (Esquema 2.26-A’). A parte ceto da cadeia lateral conduz
a trés formas tautomeéricas duas delas correspondentes aos isdbmeros de configuracdo E e
configuragdo Z (Esquema 2.26-B”). A ciclizagdo da forma tautomérica aberta gera um centro
estereogénico, de modo que leva a dois enantibmeros (Esquema 2.26-C’). Assim, as formas
tautomericas tedricas para 0 composto 4a somam 7 para cada enantibmero, para um total de 14
tautdmeros; porém, nem todo os tautbmeros resultam em compostos estaveis em solucéo ou no
estado sélido.

As analises por RMN de uma amostra de (S)-Warfarina realizada por Guasch et al. (64)
mostraram a presenca das formas tautoméricas abertas e ciclizadas em solucdo de DMSO. As
atribuicdes espectrais de RMN de *C indicaram que a (S)-Warfarina existe principalmente
como uma mistura dos diastereoisdmeros dos hemicetais ciclicos S,R e S,S (70% e 28%),
juntamente com uma pequena por¢do de uma forma de cadeia aberta (2%) (Figura 2.24). Estas
proporcOes experimentais estiveram de acordo com as distribuicdes de Boltzmann calculadas a
partir das energias quantico-quimicas (64). A distribuicdo e os tipos de isdbmeros presentes

dependem da polaridade e do pH do solvente (64).

Figura 2.24. Proporcdes tautoméricas encontradas por RMN de *H em uma amostra de (S)-Warfarina.

Fonte: Guasch et al. (64).

Esperava-se para a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a uma mistura de tautdmeros de cadeia

aberta e fechada (Figura 2.25). Assim, da analise de RMN de *3C foram observados sinais
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duplicados para quase todos os carbonos, porém, ndo foi observada a presenca do tautdmero de
cadeia aberta, devido a auséncia do sinal do carbono aldeidico. O espectro de RMN *H mostrou
a presenca de sinais duplicados para os protons da metila, ndo sendo possivel diferenciar sinais
entre os diastereoisomeros pela sobreposicdo de multipletos, exceto para os protons do grupo

metila. Uma analise mais detalhada dos espectros de RMN sera apresentada na Secéo 2.4.8.1.

Figura 2.25. Tautémeros da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

(0] (0] - (@] (0] H (0] (0] =
(S) (R) (S) (R) (S) (R)
R, (S) (S) R, ~ X
0O~ “OH (@) OH (0] OH O~ "OH OH O OH O

hemicetais ciclicos anti hemicetais ciclicos syn enois de cadeia aberta

2.4.8.1 Caracterizacdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a por RMN de !H e $*C

Em compostos biciclicos com presenca de heterodtomos e insaturacdes no anel sdo
observadas distor¢Oes planares provocadas pela presenca de ligagdes duplas, que induzem
menor flexibilidade do anel, assim como alongamento ou diminuicado das ligacdes pela presenca
do heteroatomos. Deste modo, o anel hemicetal do diastereoisémero (+)-anti-4a pode ter varias
conformacdes, porém a conformacéo preferencial é a de uma meia cadeira na qual 0s grupos
metila e hidroxila estdo orientados pseudoaxialmente e pseudoequatorialmente,
respectivamente no diastereoisémero anti-(S,R)-4a (Figura 2.26a), considerado o mais estavel.

No diastereoisdbmero syn-(S,S)-4a as posi¢cdes para a metila e a hidroxila ocorrem

pseudoaxial e axial, respectivamente, no anel hemicetal (Figura 2.26b).

198



Capitulo 2 Resultados e discussdo

Figura 2.26. Conformagdes mais estaveis dos diastereoisdmeros anti-4a e syn-4a.
(a) anti-(S,R)-4a (b) syn-(S,S)-4a
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*Estruturas obtidas no programa ChemBio3D ultra calculados através da fungdo de minimizagao da energia MM2.

Para os diastereoisdmeros anti-(R,S)-4a e syn-(R,R)-4a a posicdo da metila ¢
pseudoequatorial enquanto a hidroxila ocupa a posicdo axial no anti-(R,S)-4a e a equatorial no
syn-(R,R)-4a.

Na Figura 2.27 foram enumerados as posi¢fes do composto anti-(S,R)-4a para facilitar

a atribuicéo dos sinais dos protons. Porém, cabe ressaltar que o espectro de RMN de *H (Figura

2.27a) correspondeu a mistura de diastereoisdmeros (+)-anti e (x)-syn do composto 2-hidroxi-
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2H-cromenona 4a, na proporcdo.de 78:22, determinada qualitativamente pelos sinais do grupo
metila no espectro de RMN de *H (400MHz, CDCls, Figura 2.27).

Figura 2.27. (A) Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) dos compostos diastereoisomeros anti
e syn da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a. (B) Expansao das regides espectrais 5,35-5,44 ppm, 2,25-2,45
ppm, 1,65-2,05 ppm e 1,00-1,30 ppm.
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Na interpretacéo do espectro de RMN de 'H (Figura 2.27A) destacam-se 0s quatro tipos
de prétons do anel hemicetal. O préoton H1 ligado diretamente no C1, os protons H2 equatorial
e 0 axial, o préton H3 o qual ocupa a posicdo ou pseudoaxial ou pseudoequatorial devido a
distorcdo provocada pela presenca da insaturacdo no anel e, os protons do grupo metila.

No espectro o proton H1 apresentou um sinal em 6 5,39 (dd, J = 2,50 e 9,34 Hz) (Figura

2.27B), estando relativamente desprotegido em comparacdo com outros protons por estar ligado
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ao hemiacetal. O acoplamento com o préton H2 equatorial forneceu uma constante de
acoplamento de 2,5 Hz e com o préton H2 axial uma constante de acoplamento de 9,34 Hz.

Os protons H2 apresentaram sinais diferentes que conduziram aos multipletos na faixa de
2,47-2,24 ppm e 1,68-1,80 ppm. O multipleto na regido de 1,98-1,82 ppm correspondeu ao
préton H3. Os sinais em 61,22 (d, J = 6,97 Hz) e 6 1,10 (d, J = 6,99 Hz) foram referentes aos
prétons do grupo metila nos diastereoisdbmeros (z)-syn-4a e (x)-anti-4a, em uma razdo de
22:78, respectivamente de acordo com as intensidades dos sinais.

Os demais sinais correspondentes ao anel 1,3-cicloexenona apresentaram uma
sobreposicao com os sinais dos hidrogénios do anel hemicetal. Porém, destacou-se o sinal de
um dos protons H7 por ser o mais desprotegido (a-carbonila) e estar afastado do restante dos
sinais, sendo um multipleto na faixa 2,80-2,90 ppm.

Na Tabela 2.20 foram apresentados os sinais de deslocamentos quimicos do proton H1
para 0s produtos (x)-4a-7a obtidos da reacdo entre 1,3-cicloexadiona la com aldeidos a,p3-
insaturados 2a-d. Observou-se as constantes de acoplamento entre 7,8 e 9,5 Hz para os
diastereoisémeros (£)-anti-4a-7a, e entre 4,9 e 5,0 Hz para os diastereoisémeros (£)-syn-4a-7a.

Também foi determinada a proporcéo diastereoisomérica dos produtos anti e syn através
da analise dos sinais do espectro de RMN de **C nos quais resultou mais facil a comparacéo

por presentar sinais diferenciados para a maioria dos carbonos.

Tabela 2.20. Sinais de RMN de H dos prétons do hemiacetal para os derivados de 2-hidroxi-2H-

cromenonas 4a-d obtidos da reacéo entre 1,3-cicloexadiona 1a com os aldeidos a,B-insaturados 2a-d.

0 Ry
Ro

H1

0" oH

Deslocamento quimico [ppm] (multiplicidade, e
r.
Composto R1 R, constante de acoplamento 3J)
Diastereoisdmeros anti  Diastereoisémeros syn anti: syn

5,39 (dd, J =2,50 £ 9,34

4a CHs H Hz) N&o observado 83:17
4b CH.CHs H 5,37 (d, J = 7,76 Hz); 4,90 (d, J =5,30 Hz) 82:18
4c CH,CH.CH: H 5,38 (d, J = 9,43 Hz); 4,91(d, J = 4,34 Hz) 83:17
4d CHs CHs 5,12(d,J=9,13Hz) 5,00 (d, J = 4,79 Hz)

Os espectros foram adquiridos em CDCl; e 400MHz. &: deslocamento quimico. dr. =
diastereosseletividade. ¥ calculado a partir da razdo de sinais majoritarios e minoritarios no espectro de
RMN de *°C.
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Caracterizacdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a por RMN de 3C

O espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) mostrou uma clara duplicagdo dos picos
com deslocamentos quimicos muito similares e os correspondentes pares de intensidades
oscilaram entre as proporcdes 78:22 e 85:15, provavelmente por que tempo de relaxamento
programado no experimento foi insuficiente para que todos os prétons voltaram a seu estado de
spin inicial (Figura 2.28A). Estes sinais duplicados corresponderam aos diastereoisdmeros (+)-
anti-4a (majoritario) e (£)-syn-4a (minoritario), pois foi descartada a presenca da forma
tautomérica enol de cadeia aberta, devido a auséncia do sinal da carbonila do aldeido do
fragmento CH>-CHO, o qual seria esperado em ~ 200 ppm, bem com foram ausentes nos
espectros de RMN de tH (5 10).

O carbono C1 do hemicetal teve um sinal em 6 93,2 para o diastereoisomero (£)-anti-4a
e, em 6 94,5 para o diastereoisdomero (x)-syn-4a. Os carbonos C6 (6 198,5) e C10 (6 169,8) ndo
apresentaram sinais duplicados referentes a cada estereoisdmero. Ao carbono C5 foi atribuido
o deslocamento quimico em 116,1 ppm no diastereoisomero (z)-anti-4a e em 116,7 ppm ao C5
do diastereoisomero (x)-syn-4a.

Os sinais em & 37,3 e 35,8 foram referentes aos carbonos metilénicos mais desprotegidos
C7 e C2, respectivamente para o diastereoisdmero (x)-anti-4a e, 0s sinais de menor intensidade
em 6 37,1 e 35,7 foram atribuidos aos carbonos C7 e C2, respectivamente no diastereoisdbmero
(x)-syn-4a (Figura 2.28B). Os sinais com deslocamentos quimicos em 28,8 e 23,3 ppm
corresponderam aos carbonos C9 e C3, respectivamente no diastereoisomero (*)-anti-4a.
Enquanto os C9 e C3 no diastereoisémero (+)-syn-4a apresentaram sinais espectrais em 6 28,9
e 22,9 (Figura 2.28B).

O carbono metilénico C8 no diastereoisdmero (+)-anti-4a foi associado ao sinal com 6
21,1 e no diastereoisdbmero (x)-syn-4a ao sinal com & 20,6. O carbono do grupo metila
identificado como C4 foi relacionado ao sinais em 6 21,0 para o diastereoisémero (+)-anti-4a e

em 6 20,4 para o diastereoisdbmero (z)-syn-4a.
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Figura 2.28. (A) Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) dos compostos isoméricos anti e syn-
2-hidroxi-2H-cromenonas 4a. (B) Expansfes da regido espectral de 19-39 ppm.
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2.4.8.2 Caracterizagdo da 2H-cromenona 3a por RMN de H e °C

Na Figura 2.29A ¢ mostrado o espectro de RMN de *H da 2H-cromenona 3a racémica e,
suas expansoes apresentadas na Figura 2.29B. O préton metinico H1 com 6 5,02 (qdd, J = 1,66;
3,07 e 6,54 Hz, 1H) apresentou um sinal de duplo quarteto de duplos dupletos, devido aos
acoplamentos com a metila e o préton da ligagdo dupla. Os sinais correspondentes aos prétons

com hibridizagdo sp? do anel 2H-pireno, H2 e H3, forneceram um duplo dupleto, um deles
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centrado em & 6,44 (dd, J = 1,53 e 9,98 Hz, 1H) e outro centrado em 6 5,29 (dd, J = 3,09 e 9,98
Hz, 1H).

O conjunto dos prétons metilénicos do anel cicloexenona (H6, H7 e H8) apresentou
deslocamentos quimicos em campo alto. Os prétons a-metilénicos a carbonila, ligados em C6,
forneceram um multipleto centrado em 2,39 ppm. Porém, neste multipleto também
encontraram-se sobrepostos os sinais dos hidrogénios H8. O multipleto centrado em 1,97 ppm
foi atribuido aos protons H7 e o sinal com 6 1,41 (d, J = 6,5 Hz, 3H) foi referente aos prétons

do grupo metila.

Figura 2.29. (A) Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 2H-cromenona 3a. (B)
Expanséo da regides espectrais 6,42-6,47 ppm, 5,26-5,32 ppm, 4,98-5,06 ppm, 2,30-2,55 ppm, 1,90-
2,05 ppm.
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Caracterizacdo da 2H-cromenona 3a por RMN de 13C

O espectro de RMN de *C (126 MHz, CDCls) da 2H-cromenona 3a (Figura 2.30)
apresentou um sinal em ¢ 195,1 atribuido ao carbono da carbonila, identificado como C5 e, um
sinal espectral em & 172,56 ppm referente ao carbono com hibridizagéo sp? ligado ao oxigénio,
atribuido ao C9.

O conjunto dois sinais subsequentes, 6 119,0; 117,4 e 111,4 corresponderam aos carbonos
com hibridizagdo sp? C2, C3 e C4 do anel 2H-pireno, respectivamente. A este conjunto de
sinais do anel 2H-pireno somam-se o sinal em & 74,1, correspondente ao carbono metinico,
identificado como C1e o sinal em 6 20,7 referente ao carbono da metila, identificado como C10.

O seguinte conjunto de sinais em 6 36,5; 28,4 e 21,8 foram referentes aos carbonos

metilénicos C6, C8 e C7, respectivamente.

Figura 2.30. Espectro de RMN de *C (126 MHz, CDCls) do composto 2H-cromenona 3a.
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2.4.9 Regiosseletividade enzimatica para a adicdo-1,2 e 1,4 na formacéo de

2H-cromenonas

Realizou-se uma comparacéo entre as duas enzimas usadas (LPF e PPL-II) nas sintese
das 2H- cromenonas 3a, 4a e 5a nas temperaturas de 30 °C (Figura 2.31A) e 50 °C (Figura
2.31B) nas condigdes, CH2Cl> e H20 (90:10), 0,1 mmol de 1,3-cicloexanodiona 1a, 0,5 mmol
de crotonaldeido 2a, 20 mg de enzima e 24 horas de reacdo. Foram realizadas as reacGes

controles (auséncia das enzimas).
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Figura 2.31. Gréfico comparativo das conversdes das 2H-cromenonas 3a, 4a, e 5a obtidas da reacao
entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a sob a catélise com a LPF e PPL-1l a (A) 30 °C
e (B) 50 °C.
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Foi observado que em 30 °C a reacdo controle na auséncia de enzima favoreceu a 2H-
cromenona 3a (54%). Enquanto a reagéo controle realizada a 50 °C rendeu a 2H-cromenona 3a
em menor conversdo (35%). Sendo que as cromenonas 4a e 5a foram produzidas com
conversdes baixas nas duas temperaturas (1 a 4%).

Quando a reagédo foi realizada na presenca das lipases a 30 °C, a LPF favoreceu a
formacéo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (73%) enquanto a PPL-II favoreceu a producéo da
2H-cromenona 3a (73%). Porém, quando a reacdo foi realizada a 50 °C a LPF foi menos
eficiente para a formacdo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (52%) e menos regiosseletiva, pois
catalisou também a adi¢cdo C-1,2 na formacdo da 2H-cromenona 3a (28%). A PPL-11 continuou
favorecendo a 2H-cromenona 3a (68 %) e catalisou também a conversdo da 2-hidroxi-2H-
cromenona 4a (13%) ainda que com baixa converséo.

Contudo, foi observado que cada lipase, LPF e PPL-II, levou a catalise da reacdo entre a
1,3-cicloexanodiona la e o crotonaldeido 2a para a formacdo de uma das 2H-cromenonas 3a
ou 4a através da adicdo C-1,2 e a adicdo C-1,4, respectivamente. Esta tipo de discriminacgdo da
posicdo do centro de ataque na fungdo quimica é um caso de regiosseletividade.

A catélise pela LPF pode ser atribuida a uma ativacao do enol da 1,3-cicloexanodiona 1a
atuando como base para formar o ion enolato. O ion enolato promove um ataque ao
crotonaldeido 2a via uma adi¢do de Michael, com o qual forma-se o primeiro centro
estereogénico e o intermediario la (Esquema 2.27A). O intermediario la através de um
equilibrio tautomérico leva a estrutura Ib. O intermediario Ib pode estabelecer ligacfes de

hidrogénio com residuos de aminoacidos acidos e basicos da enzima que induziriam a reacao

206



Capitulo 2 Resultados e discussdo

de fechamento do anel hemicetalico com o qual seria formado o segundo centro estereogénico
da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

No entanto a catalise pela LPF poderia ocorrer através de outro mecanismo (Esquema
2.27B). Este iniciaria com o ataque do ion enolato a carbonila por uma adi¢do O-1,2 que levaria
ao hemicetal aciclico (I1). Este seria protonado e ciclizaria eliminando uma molécula de agua
levando ao intermediério 1VVa que suporta uma carga positiva sobre o oxigénio. Um equilibrio
prototropico conduziria ao intermediario 1Vb mais estavel por ter a ligacdo dupla mais
substituida. A adi¢éo de agua no intermediario 1Vb geraria o intermediario V o qual conduziria
a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a.

De qualquer maneira, estudos envolvendo o uso de intermediarios é determinante para

complementar o entendimento da catalise, porém, isso ndo foi realizado neste trabalho.

Esquema 2.27. Mecanismo da reacéo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a favorecido
pela catélise com LPF.
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A analise cromatografica quiral da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a mostrou a presenca de
dois picos de areas similares correspondentes aos enantidbmeros (R,S) e (S, R)-4a (Figura 2.32).
Assim, a auséncia de enantiosseletividade, nos levou a concluir que a LPF ndo forneceu indugéo

quiral para nenhum dos passos da reacdo. O primeiro passo mesmo tendo a participacdo da
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enzima n&o induziu quiralidade ao produto 4a. Enquanto no segundo passo a ciclizacdo pode

ocorrer espontaneamente, sem a participacdo necessaria da enzima.

Figura 2.32. Cromatograma obtido por HPLC-UV do produto 4a obtido da reacdo entre a 1,3-

cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a catalisada pela LPF.
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Condigdes para analise cromatografica (HPLC -UV): Coluna Phenomenex LUX® (250 mm x 4,6 mm, 5 pm),
Acido férmico aquoso (0,5%) e MeOH (gradiente), fluxo 0,5 mL/min, 254 nm, volume de injecdo da amostra:
10 pL. Areas tr 35 min =11809068 e 37 min = 11971225.

Também neste trabalho foi realizada a reagdo entre a -dicetona 1a e o crotonaldeido 2a
com a LPF desnaturada na temperatura >90°C em solu¢do aquosa (Figura 2.33B). As
conversdes obtidas foram semelhantes a quando a enzima foi adicionada em sua forma nativa
em solucdo aquosa (Figura 2.33A). Assim, a catalise foi realizada provavelmente por
aminoacidos ndo presentes no sitio ativo em um tipo de arranjo estrutural formado em condicGes

desnaturantes tanto pela temperatura como pelo solvente organico empregado.
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Figura 2.33. Cromatograma obtido por HPLC-UV da reacéo catalisada pela LPF (A) in natura (B)

desnaturada a 90 °C.
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Condigdes de analises cromatograficas (HPLC-UV): coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
método em gradiente no modo reverso usando &cido férmico ao 0,1% em agua e metanol, fluxo 0,5 mL/min e
deteccdo em 254 nm. Amostras das reacdes analisadas ap6s work-up. Areas tr 13 min (A) = 20420011 e tz 13 min
(B) =20432610.

A PPL-II favoreceu a formacdo da 2H-cromenona 3a. Através de uma sequéncia de
condensacao/eletrociclizacdo a qual poderia ocorrer por uma ativacdo da PPL-II, agindo como
um catalisador tipo &cido de Bronsted pela ativagdo do aldeido via ligagao de hidrogénio e como
um catalisador basico, ativando o ion enolato da B-dicetona. O mecanismo inicia com o ataque
do ion enolato da B-dicetona ciclica 1a a carbonila do aldeido o,p-insaturado 2a que formou o
intermediario aldol a,B-insaturado I, o qual sobre eliminacdo de uma molécula de agua
conduziu ao intermediario 11. O intermediario Il por rotacdo da ligacdo simples pode ter a
conformacdo de Ila ou a I1b. A conformacéo I1b favoreceu a reacdo eletrociclica de 6 elétrons

© de fechamento de anel que levou a formag&o do centro estereogénico da 2H-cromenona 3a.
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Esquema 2.28. Mecanismo da reacéo entre a 1,3-cicloexanodiona 1a e o crotonaldeido 2a favorecido
pela catélise com PPL-II para obtencdo da 2H-cromenona 3a.
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Como descrito por Moreau et al., a quase auséncia de enantiosseletividades, qualquer que
seja o catalisador usado para a cicloadicdo, parece ser uma consequéncia direta da abordagem
de eletrociclizacdo. A qual ndo requer de ativacdo e o catalisador ndo pode ter qualquer
influéncia sobre 0 novo centro estereogénico formado se ndo esta firmemente ligado ao

intermediario oxatrieno (1).

De outra parte, o fato das lipases PPL-Il e LPF apresentarem conversdes diferentes para
a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a sob condicGes similares, € uma evidéncia de que o arranjo
estrutural da enzima desnaturada constitui em si um mecanismo de catalise, mesmo que nao
foram encontrados excessos enantioméricos para o par de diastereoisdmeros anti e syn dos

compostos 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-g.

Como relatado por Gupta et al. (65) as interacdes hidrofébicas sdo responsaveis pela
eficiéncia catalitica de muitas enzimas para rea¢fes promiscuas. Dependem da desolvatacéo,
sdo dirigidas pela entropia e muito mais dependentes da hidrofobicidade do substrato. Diferente
das outras interagdes como as ligacdes de hidrogénio e as interacGes eletrostaticas entre o
substrato e a enzima, promovidas pela complementariedade de estruturas do substrato e

residuos do sitio ativo (65).
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2.4.10 Determinacdo da concentracao de proteinas no preparado

enzimatico comercial de PPL-I1 e LPF

Para determinar a concentracao total de proteinas nos preparados enzimaticos comerciais
de PPL-II e LPF foi realizado o experimento baseado no método de Lowry modificado (52).
Trata-se provavelmente do ensaio de proteinas mais amplamente utilizado, apesar de ser apenas
um método relativo, sujeito a interferéncias de tampé&o Tris, EDTA, detergentes ndo idnicos e
catibnicos, carboidratos, lipideos e alguns sais. Contudo, € um método simples, sensivel e de
facil execucao.

O principio do método € a formacao de um complexo gque absorve no espectro visivel na
regido de 660 nm emitindo uma cor parpura azul. Este complexo é formado entre o reagente
Folin-Ciocalteau com o grupo fendlico da tirosina e do anel inddlico do triptofano da proteina
previamente complexada com Cu?* através de atomos de nitrogénio da ligacdo peptidica. O
reagente de Folin-Ciocalteau consiste na mistura de sais de sddio e fosfato do molibdato e
tungstato, os quais sdo reduzidos pelos aminoécidos tirosina e triptofano (52). O molibdato
(MoO4*) e o tungstato (WO4>) sdo oxianions do Molibdénio (Mo) e Tungsténio (W).

A intensidade da cor depende da quantidade destes aminoacidos aromaticos presentes e,
portanto, pode variar para diferentes proteinas. A maioria das técnicas de estimativa de
proteinas utiliza a BSA universalmente como uma proteina padrédo, devido ao seu baixo custo,
alta pureza, disponibilidade e sensibilidade. O método ¢ sensivel a cerca de 10 pg/mL e o tempo
de incubacdo € muito critico para a reprodutibilidade do ensaio, devido a que na faixa de
trabalho do pH de 9 a 10,5 (essencial para a persisténcia da cor) o reagente € reativo por um
curto periodo de tempo (52).

A estimativa da concentracdo de proteina em cada um dos preparados enzimaticos foi
realizada através da curva de calibracdo com o padrdo BSA, representada pela Equacéo 2.9.

Os valores de absorbancia e as concentra¢fes encontram-se tabelados no Apéndice.

Abs = 0,0025 [C] + 0,0402

[C] = Concentragio (pg/mL) Equacao 2.9

Foi encontrado que o preparado enziméatico comercial da LPF teve uma concentragdo de
74 pg/mL, correspondentes a 4 % de proteina e para o da PPL-11I teve uma concentracdo de 485
pg/mL, correspondentes a 32 % de proteina. Estas estimativas aproximadas de concentragéo de

proteina sugerem que a catalise poderia também estar ocorrendo no sitio ativo da enzima.
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Devido que ao ter menos proteina no preparado de LPF, contudo, foi o qual resultou na melhor
seletividade para a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a, e no melhor rendimento quando comparada
com a PPL-II.

Por outro lado, as atividades enzimaticas descritas na embalagem para LPF (> 20,000 U
mgt) e para PPL-11 (30,1 U mg™) séo significativamente diferentes mostrando que LPF possui
maior capacidade para realizar a hidrolise do éster de triacetina. Isto mostra claramente
diferencas no sitio ativo de uma enzima frente a outra, assim como diferencas estruturais, as
quais contribuem em diferente grau para a catalise inespecifica ou especifica encontrada mesmo
quando a enzimas foram desnaturadas ou utilizadas in natura.

Cabe ressaltar também que se trata de substratos ndo naturais para as enzimas o que pode

resultar em atividades diferentes como foram observadas em nossos estudos.
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2.4.11 Experimentos de biotransformacdo do composto 4a utilizando fungos

de ambiente marinho

Os compostos com nucleo cromenona encontram-se presentes na natureza como
metabolitos secundarios de microrganismos, animais e plantas. Portanto, esses compostos séo
susceptiveis as biotransformacbes que podem resultar em outros derivados de importancia
bioldgica e de interesse sintético do ponto de vista da biocatélise.

Os compostos cromenonas podem sofrer uma variedade de transformagdes quimicas que
levam a formacdo de produtos estruturalmente interessantes e com atividades bioldgicas
destacadas. Algumas transformagdes quimicas como as descritas no Esquema 2.29 (3,51),
poderiam ser obtidas através de biotransformacoes.

Esquema 2.29. Transformagbes quimicas realizadas em compostos derivados de 2-hidroxi-2H-
cromenonas.
Roudier et al. (51)
0 R 1. NaBH4(1,1 equiv.), THF
0°C1-2h ii\
m 2. dioxano (0,16 M) ;

0" OH o
S 40 mol% K,COs3, 100 °C

X=0, (60-70% : ee 91-99%)
R = Me, FPr, n-Pr
Rueping et al. (3)

o | o e

m PCC, CHxCl,, t.a NaBH,4, H,S04 I, MeOH, refluxo
- - = A A
(0] o (6] OH

(92%: ee 96%) (93%: ee 96%) (75%: ee 94%

Realizou-se uma triagem dos fungos de ambiente marinho (Mucor racemosus CBMAI
847, Aspergillus sidowii CBMAI 934, Aspergillus sidowii CBMAI 935, Penicillium citrinum
CBMAI 185, Penicillium citrinum CBMAI 1186 e Cladosporium sp. CBMAI 1237), para a
biotransformacéo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (Figura 2.34).

Em um dia de reagdo o composto 2-hidroxi-2H-cromenona 4a foi biotransformado no
composto 6, o qual foi purificado por cromatografia de coluna, obtido como um solido cristalino
de cor branca e usado como padrdo na construgdo de uma curva analitica para a estimativa da

guantidade produzida por cada fungo avaliado.
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A curva analitica foi obtida a partir dos cromatogramas em 254 nm e, é representada pela
Equacéo 2.10. Os dados das areas e a curva analitica encontram-se no Apéndice. Vale ressaltar
que o compostos 6 obteve-se como uma mistura diastereoisomérica, porém ndo foram

separados cromatograficamente.

Area = 341,99 [C] + 10672, R? = 0,9934 Equacdo 2.10

Na triagem todos os fungos avaliados produziram o composto 6 em boas a excelentes
conversdes (73-99%), porém destacou-se 0 fungo Aspergillus sydowii CBMAI 935 por ser

aquele que apresentou maior conversao do composto 6 (Tabela 2.21).

Tabela 2.21. ConversGes estimadas para as amostras provenientes dos extratos das reacOes de

biotransformacédo da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a realizadas por fungos de ambiente marinho.

O CHg O CHs;
ijfi Fungo marinho ij\/i
0~ "OH tampdo fosfato, 0~ “OH
4a t.a, pH 7,0, 24 h 6
Fungo No CBMAI Conc. de 6 (g/L) Conversdes (%)
Mucor racemosus 847 3,0 74
Aspergillus sydowii 934 3,8 94
Aspergillus sydowii 935 4,0 99
Penicillium citrinum 1185 3,9 98
Penicillium citrinum 1186 3,2 80
Cladosporium sp. 1237 3,0 73

Conc.: concentragdes determinadas por HPLC-UV: coluna Luna C18 da Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
método em gradiente no modo reverso usando acido formico ao 0,1% em agua e metanol, fluxo 0,5 mL/min.
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Figura 2.34. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV das reac¢des de biotransformacdo da 2-hidroxi-

2H-cromenona 4a realizadas por fungos de ambiente marinho.
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2.4.11.1 Caracterizacao do produto de biotransformacéo 6 obtido a

partir da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a

O composto diastereoisomérico 6 foi caracterizado por RMN de *H e 3C (Figura 2.35A-
31A). Foi discutido primeiramente o espectro de RMN de *C (101 MHz, CDCls) por ser mais
claro em termos de sinais espectrais e ao mesmo tempo foi realizada a comparacdo com o
espectro de RMN de *C da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (Figura 2.35B) para facilitar a
visualizacdo das diferencas dos sinais entre 0s dois compostos. A numeracdo dos &tomos
corresponde com a nomenclatura da IUPAC.

No espectro de RMN de *3C para o produtos de biotransformacdo 6 foram observados
sinais majoritarios e minoritarios. Alguns deles corresponderam as impurezas, as quais foram
identificadas com as setas (Figura 2.35A).

O sinal em 3 207,9 correspondeu ao carbono carbonilico C5, o qual a diferenca do sinal
da carbonila da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a teve um deslocamento a esquerda.

Os sinais referentes aos carbonos de hibridizagdo sp? na 2-hidroxi-2H-cromenona 4a, C4a
(6 116,1 para o anti-4a e 6 116,7 para o syn-4a) e C8a (6 169,8) estiveram ausentes no espectro
do produto 6. A auséncia destes sinais fez referéncia a reducéo destes carbonos, o qual também
foi evidenciado pela presenca dos sinais em & 62,2 e 60,7 referentes a carbonos sp® C4a e ao
C8a, respectivamente.
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Os sinais em & 98,6 e 99,2 deslocadas um pouco a direita em relagdo ao sinal para o
carbono do hemicetal C2 da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a (6 93,2 para o anti-4a e 6 94,5 para o

syn-4a) indicaram a presenca do hemicetal para dois diastereoisdmeros maioritarios.

Figura 2.35. (A) Espectro de RMN de *C (101 MHz, CDCls) do diastereoisomeros do composto 6.
(B) Espectro de RMN de C (126 MHz, CDCls) do diastereoisdbmero do composto 4a.
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No espectro de RMN de *H do composto 6 (Figura 2.36A) observou-se um multipleto
na faixa de 3,97-4,04 ppm o qual trata-se aparentemente de dois duplos dupletos, em 6 4,02 (J
=2,42; 11,30 Hz) e 6 3,98 (J = 2,20 e 11,06 Hz). Estes podem ser melhor visualizados na

expansdo do espectro de RMN de *H mostrado na Figura 2.37. Os dois dupletos internos
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sobrepdem-se formando um tripleto, correspondentes aos prétons ligados a C2 (hemicetalico)

dos diastereoisémeros majoritarios formados.

Figura 2.36. (A) Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto 6. (B) Espectro de RMN
de *H (500 MHz, CDClI3) do composto 4a.
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Os sinais na faixa de 3,60-3,64 ppm com multiplicidades de dois duplos dupletos (ddd, J
= 1,50; 5,01; 11,33 Hz) (Figura 2.37), corresponderam ao préton ligado ao C8a nos

diastereoisébmeros majoritarios.
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Figura 2.37. Expanséo das regides espectrais 3,94-4,10 ppm, 3,56-3,68 ppm, 1,80-2,40 ppm e 1,20-
1,70 ppm do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClI3) do composto 6.
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A expanséo do espectro de 0,9 a 1,1 ppm (Figura 2.37) mostrou os sinais de dupletos
correspondentes aos prétons do grupo metilaem 6 1,1 (J = 6,89 Hz) e 6 0,95 (J = 6,59 Hz) para
os diastereoisdmeros minoritarios e em 6 0,96 (J = 5,99 Hz) o sinal de maior intensidade para
0 diastereoisbmero majoritario racémico, o0 qual provavelmente correspondeu ao
diastereoisomero  anti-6a,  (2S,4R,4aS,8aR)-2-hidroxi-4-metiloctaidro-5H-cromen-5-ona
(Figura 2.38). Assim, o dupleto em 6 1,1 (J = 6,89 Hz) correspondeu ao produto 6b, por ser o

segundo mais estavel de acordo com calculos realizados no programa ChemBio Draw Ultra
V.14,

Figura 2.38. Estruturas quimicas dos estereoisomeros mais estaveis do produto de biotransformacao
6.
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Os multipletos na faixa de 2,4-2,3 ppm e 2,3-2,1 ppm corresponderam aos protons ligados
aos carbonos C6 e C4a, vicinais a carbonila. O multipleto na faixa de 1,8-2,05 ppm foi atribuido
aos protons ligados aos carbonos metilénicos C8 e C4. O multipleto na faixa de 1,7-1,6 ppm
correspondeu aos protons metilénicos ligados ao carbono C7 e o multipleto na faixa de 1,40-

1,20 ppm aos protons metilénicos ligados ao carbono C3.

As reacOes de biotransformacao com células vivas € a mais fundamental das metodologias
derivadas da biologia e dependem das enzimas. Para um quimico é uma tarefa importante,
conhecer as enzimas responsaveis pelas transformagdes dos compostos realizadas por
microrganismos. Assim, analisando a transformacgdo quimica realizada pelos fungos de
ambiente marinho (Tabela 2.21) frente a 2-hidroxi-2H-cromenona 4a transformando-a no
produto 6, a qual correspondeu a reducdo de uma ligacédo dupla, possivelmente a acdo por parte
das enzimas ene-redutases.

Ene-redutases (ERs) sdo enzimas altamente regiosselectivas para catalisar a reducao
assimétrica de ligacGes duplas conjugadas com grupos retiradores de elétrons. ERs ndo atuam
sobre ligacdo duplas eletronicamente ndo ativadas (66). Isto torna a 2H-cromenona 4a um bom
substrato para estas enzimas.

O produto de biotransformacgdo 6 mostrou ser uma mistura de diastereoisdmeros como
evidenciado pelos espectros de RMN. No processo de purificacdo deste produto foi observado
que ele sofreu algumas transformacdes quimicas sob as condi¢des ambientais normais, luz e
temperatura. Na tentativa de purificacdo o composto que inicialmente foi isolado como um
solido branco cristalino j& ndo era mais encontrado, e os sinais de RMN j& ndo eram aqueles
mostrados nos espectros das Figura 2.35A e B. O produto 6a transformou-se na oxadecalinona
7 (Figura 2.39).

Figura 2.39. Transformacéo quimica espontanea do composto 6 ao composto 7.
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A anélise cromatogréfica deste produto em coluna quiral gerou o cromatograma da
Figura 2.40. Foram observados picos com areas similares em tr 8 min = 14578725 e 9 min =

15153746. Com isto ficou evidente a auséncia de enantiosseletividade na reagdo entre a f3-
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dicetona ciclica 1a e o crotonaldeido 2a catalisada pela LPF, pois o carbono ligado ao grupo
metila ndo sofreu biotransformacdo pelos fungos de ambiente marinho ou no processo de

espontaneo de conversao do composto 6 ao 7.

Figura 2.40. Cromatograma do produto de biotransformacéo 6 obtido por HPLC-UV quiral.
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CondicBes de analises cromatograficas (HPLC-UV): coluna quiral Phenomenex LUX® (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
método isocratico no modo normal usando acido hexano e isopropanol (95:5), fluxo 1,0 mL/min, 254 nm, volume
de injecdo da amostra: 5 pL. Areas tr 8 min = 14578725 e 9 min = 15153746.

Ao realizar comparagdes com o espectro de RMN de *C do produto 6 foi observado que
os sinais relatados como impurezas, identificados com setas no espectro de RMN de *3C,

corresponderam aos sinais do produto 7 (Figura 2.41A).

2.4.11.2 Caracterizagdo do produto 7 obtido espontaneamente a partir do

produto de biotransformacao 6

O espectro do RMN de *C (101 MHz, CDCIs) para o composto 7 (Figura 2.41A)
apresentou dez sinais, o qual indicou que este composto conservou 0 nimero de carbonos. O
sinal da carbonila foi observado, com um deslocamento quimico em 198,2 ppm.

O sinal correspondente ao carbono do hemiacetal dos compostos 4a e 6, ndo esteve mais
presente no produto 7. Porém, foram observados sinais em & 171,23 e 116,63, correspondentes
a carbonos com hibridizacdo sp? os quais foram atribuidos aos carbonos C8a e C4a,

respectivamente.
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O sinal em & 63,6 foi atribuido ao carbono metilénico C2. Os outros trés carbonos
metilénicos apresentaram sinais em & 37,3 ppm, o qual foi referente ao carbono C6, em 6 28,7,
0 qual correspondeu ao carbono C3 e, em & 28,9 atribuido ao carbono C8. Enquanto o sinal em
d 21.0 foi referente ao carbono C7. O sinal em 0 21,84 relacionado ao carbono metinico C4, e

o sinal em 6 20,59 foi alusivo a metila C9.

Figura 2.41. (A) Espectro de RMN de *C (101 MHz, CDCls) do composto 7. (B) Expanséo da regido
espectral 19-39 ppm.
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O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do produto 7 (Figura 2.42A) apresentou
sinais para os protons metilénicos H2 com multipletos centrados em 6 4,20 e 4,17, assim como
quatro duplos dupletos em & 4,07; 4,04; 4,05 e 4,01. Esta variedade de sinais pode ser explicada
porque cada proton na posicdo axial de uma conformacdo tipo cadeira apresenta um sinal

diferenciado em relagdo ao proton equatorial (67).

221



Capitulo 2 Resultados e discussdo

O multipleto na faixa 2,8-2,7 ppm (Figura 2.42B) correspondeu aos prétons na posicao
equatorial do metileno mais desprotegido H7. No multipleto na faixa de 2,3-2,4 ppm foram
sugeridos sinais sobrepostos (overlap) atribuidos aos prétons metinico C4 e os metilénicos
ligados ao carbono C8 e um dos protons ligado ao carbono C3.

O multipleto na faixa de 1,83-1,95 ppm foi atribuido a sinais sobrepostos referentes aos
prétons ligados aos carbonos C6, o segundo préton ligado ao carbono C3 e um dos prétons
ligado ao carbono C7. Enquanto o sinal referente ao proton metilénico ligado ao C7 apresentou
um sinal de duplo duplo dupleto em 6 1,58 (ddd, J = 2,56; 5,09 e 13,95, 1H). O sinal em 6 1,1
(d, J = 6,88 Hz, 3H) foi atribuido aos prdtons do grupo metila.

Figura 2.42. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI3) do composto 7. (b) Expansdo das regides
espectrais 3,95-4,25 ppm, 2,25-2,85 ppm e 1,52-1,97 ppm.

o
;
(A) :
=
L
o
2
°
o
(0] CHj; ©

© OMN®MNL T N WOYT TMm N O N

~N N—-9o0coooo KRN ®mom oo o

~ L E TS NaN AN A -

—e e — P ==
¢}

T T T
100 95 9.0 85 8.0 75 70 65 6.0 55 50 45
deslocamento (ppm)

,1.95
\1.90
1
1
1
1
1

1.90 1.80 1.70 1.60

Uma possivel explicagdo para a transformacdo do composto 6 ao composto 7 pode ser
devido a reacdo intermolecular do composto 6 (Esquema 2.30). Esta reacdo envolveria a
protonacdo de 6 por abstracdo do proton acidico de outra molécula de 6, levando aos
intermediarios 6-A e Il. O intermediario 6-A apresentaria a eliminacdo de uma molécula de
agua pela substituicdo com um hidreto, gerado na reacdo na formagdo do intermediério 11, 0

que conduziria ao intermediario | (Esquema 2.30-A).
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Os intermediarios |1 e Il reagiriam em uma segunda reacdo (Esquema 2.30-B). A
abstracdo do préton acidico do intermediario | por parte do intermediério Il levaria ao
intermediario 11-A e ao composto 7. O intermediario 11-A por eliminacdo de uma molécula de
agua pela substituicdo com um hidreto, gerado na reacao de formacao de 7, levaria também ao
composto 7. Uma terceira reagdo também poderia estar acontecendo a qual também produziria
0 composto 7 pela abstra¢do do préton levada pelo intermediario 11 ao composto 6. Esta reacao
produziria os intermediarios Il e Il1-A. Este Ultimo geraria 0 composto 7 como na reacao
anterior. Cabe destacar que este mecanismo € s6 uma propuesta, e a presenca dos intermediarios

6-A, I, Il e 11-A ndo foi comprovada experimentalmente.

Esquema 2.30. Mecanismo de reacdo proposto para a transformacdo quimica espontanea do

composto 6 ao composto 7.
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2.5 CONCLUSAO

Esta investigacdo contribuiu em maiores detalhes frente ao conhecimento da atividade
promiscua de lipases na reacdo de adicdo-1,2 e adicdo-1,4 na formacéo de 2H-cromenonas.

Uma série de 2H-cromenonas e 2-hidroxi-2H cromenonas foram sintetizados utilizando
B-dicetonas ciclicas 1a-d e diferentes aldeidos a,B-insaturados 2a-e via a reagéo catalisada por
PPL-Il e LPF.

2H-Cromenonas 3a-e foram obtidas em bons rendimentos (34-78%) na presenca de PPL-
I. Enquanto as 2-hidroxi-2H cromenonas 4a-g foram os produtos maioritarios na presenca de
LPF (37-93%).

Deste estudo pode-se destacar a regiosseletividade promovida pelas lipases PPL-1l e LPF
para a formagdo dos compostos 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-g via adicdo conjugada-1,4, e

posterior ciclizagdo de anel para formar um produto hemicetal ciclico.

A diastereosseletividade anti observada para as 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-g poderia
ser influenciada pelas lipases. O modo como estas enzimas afetaram as transformac@es obtidas
é ainda desconhecido, e sugere-se que pode estar sendo realizado via promiscuidade catalitica
inespecifica. A auséncia de enantiosseletividade para as 2-hidroxi-2H-cromenonas 4a-g pode
ser o resultado de um sitio ativo volumoso que ndo contribuiu para a inducdo quiral ou sem a

sua participacao.

A reacdo de biotransformacao promovida pelos fungos de ambiente marinho na producéo
do composto 6 a partir da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a mostrou uma potencial aplicacdo frente
a nucleos piranos. O produto de biotransformacdo 6 que foi o resultado da reducdo da dupla
ligacdo conjugada a carbonila foi atribuido a agdo de enzimas ene-redutases.

Finalmente, a implementacdo de novos processos biocataliticos académicos e industriais
é importante para pesquisa no campo da biotecnologia, uma vez que a maioria das enzimas
requerem modificacOes antes da aplicacdo industrial para se adequarem as condi¢bes do

processo em termos de disponibilidade, estabilidade e especificidade do substrato.
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A mente que se abre a uma nova idéia,
Jjamais voltara a seu tamanho original

Albert Einstein
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Apéndice

Dados referentes ao planejamento fatorial completo aplicado a reacéo entre
a 1,3-cicloexanodienona la e o crotonaldeido 2a na presenca de lipase PPL-
1

Tabela 2.22. Respostas dos experimentos do planejamento fatorial completo realizado para a triagem
das variaveis mais importantes no rendimentos dos compostos 3a, 4a e 5a frente a reacdo entre a f3-

dicetona ciclica 1a e o aldeido 2a catalisada pela PPL-II.

Avreas Concentragdes (mg/L) Rendimentos (%)
= Crom 3a Crom 4a Crom 5a Crom3a Crom4a  Crom 5a Crom3a Crom4a Crom 5a
1 8026801 2596412 12135491 265,90 43,85 137,12 27,0 4,0 16,6
2 5228045 7562924 19889300 173,19 127,74 224,73 17,6 11,7 271
3 7209628 1099318 9117260 238,83 18,57 103,02 24,3 1,7 12,4
4 11072422 2435193 33777627 366,79 41,13 381,65 373 38 46,1
5 18919366 4092221 23421956 626,74 69,12 264,64 63,7 6,3 319
6 9895461 11986450 31181850 327,81 202,46 352,32 333 18,5 42,5
7 19730035 1935187 22769924 653,59 32,69 257,28 66,4 3,0 311
8 9765564 3357418 35272674 323,50 56,71 398,54 329 5,2 48,1
9 4300679 7881788 27840345 142,47 133,13 314,57 14,5 12,2 38,0
10 6145976 11808269 26556805 203,60 199,45 300,06 20,7 18,3 36,2
11 3703134 2230764 21777640 122,67 37,68 246,06 12,5 34 29,7
12 430841 6114256 68113230 14,27 103,27 769,61 14 9,5 92,9
13 10670774 7032864 25938360 353,49 118,79 293,08 359 10,9 354
14 4991343 13415520 30474938 165,35 226,59 344,33 16,8 20,7 41,6
15 1357623 4100158 38780034 44,97 69,25 438,17 4,6 6,3 52,9
16 426677 6317906 51470436 14,13 106,71 581,56 14 9,8 70,2

Exp = nimero de experimento.

Tabela 2.23. Matriz de coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 2* desenvolvido para
encontrar os efeito das variaveis e suas interacfes na reacdo entre a 1,3-cicloexanona la e o

crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-II para a producdo da 2H-cromenona 3a.

Rend (%) Efeitos principais Efeitos secundarios Efeitos terciarios E.Q
Crom 3a 1 2 3 4 12 13 14 23 24 34 123 124 134 234 1234
27,0 -270 -270 -270 -27,0 27,0 27,0 27,0 27,0 27,0 270 -270 -270 -270 -27,0 27,0
17,6 176 -176 -176 -176 -176 -176 -176 176 176 176 176 176 176 -176 -176
24,3 -24,3 243 -243 -243 -243 24,3 243 -243 -243 24,3 24,3 243 -24,3 24,3  -24,3
37,3 37,3 373 -37,3 -373 373 -373 -373 -373 -373 373 -373 -373 37,3 373 37,3
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637 637 -637 637 -637 637 -637 637 -637 637 -637 637 -637 637 637 -637
333 333 -333 333 -333 -333 333 -333 -333 333 -333 -333 333 -333 333 333
664 664 664 664 -664 -664 -664 664 664 -664 -664 -664 664 664 -664 664
32,9 329 329 329 -329 329 329 -329 329 -329 -329 329 -329 -329 -329 -329
145  -145 -145 -145 145 145 145 -145 145 -145 -145 -145 145 145 145 -145
20,7 207 207 -207 207 -207 -207 20,7 207 -207 -207 20,7 -207 -207 207 20,7
125  -125 125 -125 125 -125 125 -125 -125 125 -125 125 -125 125 -125 125

14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14  -14
39 359 -359 359 359 359 -359 -359 -359 -359 359 359 359 -359 -359 359
16,8 168 -168 168 168 -168 168 168 -168 -168 168 -168 -168 168 -168 -168
46 46 46 46 46 -46 -46 -46 46 46 46 -46 -46 46 46 -46
14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
Y Efeito  -109 61 125 -243 23 -106 42 50 -109 -101 10 26 63 -14 73

E.Q = Efeito quaternario

Tabela 2.24. Matriz de coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 2* desenvolvido para
encontrar os efeito das variaveis e suas interacBes na reacdo entre a 1,3-cicloexanona la e o

crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-1I para a producdo da 2H-cromenona 4a.

Rend (%) Efeitos principais Efeitos secundarios Efeitos terciarios E.Q
Crom 4 1 2 3 4 12 13 14 23 24 34 123 124 134 234 1234
40 40 40 40 -40 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 40 40 40 40 40 4,0
11,7 11,7 -117 117 -117 -11,7  -11,7  -117 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7 -11,7 -11,7
1,7 -1,7 1,7 -1,7 -1,7 -1,7 1,7 1,7 -1,7 -1,7 1,7 1,7 1,7 -1,7 1,7 -1,7
38 38 38 -38 -38 38 -38 -38 -38 -38 38 -38 -38 38 38 38
63 63 63 63 -63 63 -63 63 63 63 -63 63 -63 6,3 63 -63
185 185 -185 185 -185 -185 185 -185 -185 185 -185 -185 185 -185 185 185
30 30 3,0 30 30 -30 -30 3,0 30 -30 -30 -30 30 30 -30 3,0
52 5,2 5,2 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52
122 -122 -122 -122 122 122 122 -122 122 -122 -122 -122 122 122 122 -122
83 183 -183 -183 183 -183 -183 183 183 -183 -183 183 -183 -183 183 183
34 -3,4 34 -3,4 34 -3,4 34 -3,4 -3,4 34 -3,4 34 -3,4 34 -3,4 34
9,5 9,5 95 95 9,5 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95
109 -109 -109 109 109 109 -109 -109 -109 -109 109 109 109 -109 -109 109
20,7 20,7 -20,7 20,7 20,7 -20,7 20,7 20,7 -20,7 -20,7 20,7 -20,7 -20,7 20,7 -20,7 -20,7
63 -63 6,3 6,3 63 63 63 -63 6,3 6,3 63 63 63 -63 63 -63
9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8 9,8
> Efeito 62 -75 2,0 46  -2,8 0,7 02 06 08 -09 -13 11 -04 11 -0.2

E.Q = Efeito quaternario.
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Tabela 2.25. Matriz de coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 2* desenvolvido para
encontrar os efeito das variaveis e suas interacBes na reacdo entre a 1,3-cicloexanona la e o

crotonaldeido 2a catalisada pela PPL-II para a producéo da 2H-cromenona 5a.

Rend (%) Efeitos principais Efeitos secundarios Efeitos terciarios E.Q

Crom 5 1 2 3 4 12 13 14 23 24 34 123 124 134 234 1234
166 -166 -166 -166 -166 166 166 166 166 166 166 -166 -166 -166 -166 16,6
27,1 271 -271 271 -271 271 271 -27,1 27,1 27,1 27,1 27,1 27,1 271 -271 -27,1
12,4 -124 124 -124 -124 -124 124 124 -124 -124 124 124 124 -124 124 -124
46,1 46,1 46,1 -46,1 -46,1 46,1 -46,1 -46,1 -46,1 -46,1 46,1 -46,1 -46,1 46,1 46,1 46,1
319 -319 -319 319 -319 319 -319 319 -319 319 -319 319 -319 319 319 -319
425 425 425 425 425 -425 425 -425 -425 425 425 425 425 -425 425 425
31,1 -311 31,1 311 -311 -311 -311 31,1 31,1 -311 -311 -311 31,1 31,1 -311 311
48,1 48,1 48,1 48,1 -48,1 481 48,1 -48,1 48,1 -48,1 -481 48,1 -48,1 -48,1 -481 -481
380 -380 -380 -38,0 380 380 380 -380 380 -380 -380 -380 380 380 380 -380
36,2 362 -362 -36,2 36,2 -362 -362 362 362 -362 -362 362 -362 -362 362 362
29,7 -29,7 29,7 -29,7 29,7 -29,7 29,7 -29,7 -29,7 29,7 -29,7 29,7 -29,7 29,7 -29,7 29,7
929 929 929 -929 929 929 -929 929 -929 929 -929 -929 929 -929 -929 -929
354 -354 -354 35,4 354 354 -354 -354 -354 -354 35,4 354 354 -354 -354 354
416 416 -416 41,6 416 -41.6 416 416 -416 -416 416 -416 -416 416 -416 -41,6
529 -529 529 529 529 -529 -529 -529 529 529 529 -529 -529 -529 529 -529
70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2

Efeito 196 143 6,8 176 132 -6,8 1,6 -1,5 9,4 -6,0 -8,8 58 -2,7 1,0 -4,7

E.Q = Efeito quaternério.
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Dados referentes ao planejamento fatorial de composto centra aplicado a
reagéo entre a 1,3-cicloexanodienona 1a e o crotonaldeido 2a na presenca de
lipase PPL-II

Tabela 2.26. Respostas dos experimentos do planejamento de composto central realizado para otimizar
o rendimento da 2-hidroxi-2H-cromenona 4a como produto da reagdo entre a B-dicetona ciclica lae o

aldeido 2a catalisada pela PPL-II.

Ex Areas Concentragdes (mg/L) Conversoes (%)

p Crom 3a Crom 4a Crom 5a Crom 3a Crom 4a Crom 5a Crom3a Crom4a Crom 5a
1 13792186 4995370 4405033 385,6 85,5 2375 58,8 11,7 43,0
2 12032184 8396388 5044701 336,4 143,7 272,0 51,3 19,7 49,2
3 13791611 5324747 6175491 385,6 91,1 333,0 58,8 12,5 60,3
4 12479427 8180304 5299836 348,9 140,0 285,8 53,2 19,2 51,7
5 12592992 6498114 5573499 352,1 111,2 300,5 53,6 153 54,4
6 13072760 6862457 5403108 365,5 117,5 291,3 55,7 16,1 52,7
7 13784550 6927444 5425397 3854 118,6 2925 58,7 16,3 53,0
8 15578209 3425535 4933059 4355 58,6 266,0 66,4 81 48,2
9 7177346 3386135 3086859 200,7 58,0 166,4 30,6 8,0 30,1
10 13246177 8197654 5137178 370,3 140,3 277,0 56,4 19,3 50,2
11 12190396 7934570 5852763 340,8 135,8 315,6 51,9 18,6 57,1

Exp = nimero de experimento. As concentracdes foram determinadas a partir das curvas de calibracdo de cada
produto: Area Crom 3a = 35767 (Conc. Crom 3a). Area Crom 4a = 58422 (Conc. Crom 3a). Area Crom 5a =
18547 (Conc. Crom 5a).

Tabela 2.27. Respostas da condicdo otimizada no planejamento de composto central da reagédo entre a
B-dicetona ciclica 1a e o aldeido 2a catalisada pela PPL-II para a obtencdo da 2-hidroxi-2H-cromenona

4a em condigdes de auséncia e presenca de luz visivel na presenca de PPL-1I como na sua auséncia

(controle).
Areas Concentragdes (mg/L) Rendimentos (%)
Experimento
Crom 4a Crom 5a Crom 3a Crom 4a Crom 5a Crom 3a Crom 4a Crom 5a Crom 3a

Presenca de luz 9215516 3558787 16699965 157,74 191,88 466,91 22 35 71
Controle na
presenca de luz 2714386 2256856 22963126 46,46 121,68 642,02 6 22 98
Escuriddo 9300380 3164443 16697817 159,19 170,62 466,85 22 31 71
Controle na 2503554 1876276 22511747 4285 10116 62940 6 18 9
escuriddo
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Caracterizacao espectral das cromenonas 3a-e

Figura 2.43. Espectro de absorcdo na regido de infravermelho (KBr) da (£)-2-metil-2,6,7,8-tetraidro-

5H-cromen-5-ona 3a.
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Figura 2.44. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) da (%)-2-metil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-

5-ona 3a.
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Figura 2.45. Espectro de RMN de *C (126 MHz, CDCls) da (+)-2-metil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-

5-ona 3a.
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Figura 2.46. Espectro de massas para a (+)-2-metil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona 3a.
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Figura 2.47. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) da (z)-2-etil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-

ona 3b.
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Figura 2.48. Espectro de RMN de *C (101 MHz, CDCls) da (+)-2-¢til-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-

ona 3b.
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Figura 2.49. Espectro de massas para a (x)-2-etil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona 3b.
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Figura 2.50. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da (+)-2-propil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-

5-ona 3c.
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Figura 2.51. Espectro de RMN de C (101 MHz, CDCls) da (*)-2-propil-2,6,7,8-tetraidro-5H-

cromen-5-ona 3c.
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Figura 2.52. Espectro de massas para a ()-2-propil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona 3c.
intens. +MS2(193.1222), 206V, 1.2min #12
1%]
125 0
CTHBO2
100 125.0587 X
] 0 CH,
504
257 C6HI0 ceH1102 C12H1702
C7H90 caHi1o2 151.0733 1931222
97.0621 1090621 139.0724 T
0 ; v b ; [ L, i l Lo h l. 1 ; L L ; N ;
80 100 120 140 160 180 200

Figura 2.53. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) da (+)-2,3-dimetil-2,6,7,8-tetraidro-5H-

cromen-5-ona 3d.
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Figura 2.54. Espectro de RMN de *C (101 MHz, CDCls) da (+)-2,3-dimetil-2,6,7,8-tetraidro-5H-

cromen-5-ona 3d.
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Figura 2.55. Espectro de massas para a (£)-2,3-dimetil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-5-ona 3d.
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Figura 2.56. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) da 2,2-dimetil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-

5-ona 3e.
Crom 3e 8 = L34 AR edB8%A
~N © O [TolTs) NANNNNNA A
\/ e e
- n ™M
MmN —
© o T
N N
A(d) B (d)
6.30 5.14 o
1(9.98) 3(9.99)
— —
I I \
M M CHj
T T T T T T T T o
CHjy
64 62 60 58 56 54 52 5.0
N - O O WO oM™ OT
MmMmMmaNaNN Q) CO CO O CO
NANANANANA o
—sN— Nyipa
2.29 1.87
— —
|
it |
| [
| |
|
T T T T T T T I ‘
2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 M |‘
& & "% &
S o =S0o
— — <+ N WO
T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 4 2 1 -

7 6 5
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 2.57. Espectro de RMN de **C (126 MHz, CDCls) da 2,2-dimetil-2,6,7,8-tetraidro-5H-cromen-

5-ona 3e.
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Figura 2.58. Espectro de massas para a 2,2-dimetil-2,6,7,8-tetra

idro-5H-cromen-5-ona 3e.
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Figura 2.59. Espectro de absor¢do na regido de infraverm
2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-one 4a.
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Figura 2.60. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da (z)-2-hidroxi-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-

5H-cromen-5-one 4a.
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Figura 2.61. Espectro de RMN de *3C (101 MHz, CDCls) da (z)-2-hidroxi-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-

5H-cromen-5-one 4a.
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Figura 2.62. Espectro de massas para a (x)-2-hidroxi-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-one
4a.
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Figura 2.63. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250 mm x
4,6 mm, 5 um) da (z)-2-hidroxi-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-one 4a.

mV

2 Det.A Ch1
e
i ’|r)“
200 |
| |
|
| H
100 | |
| n
| 'l‘ |
I| ll\ |I
0 10 " 20 0 40 50 60 70
min
Detector A Chl 254nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 35452 11809068 217258 49.659 45.088
2 37.186 11971225 264599 50.341 54.912
Total 23780293 481857 100.000 100.000

246



Apéndice

Capitulo 2

Figura 2.64. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) da (%)-4-etil-2-hidroxi-2,3,4,6,7,8-hexaidro-

5H-cromen-5-ona 4b.
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Figura 2.65. Espectro de RMN de *C (126 MHz, CDCls) da (+)-4-etil-2-hidroxi-2,3,4,6,7,8-hexaidro-

5H-cromen-5-ona 4b.
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Figura 2.66. Espectro de massas de alta resolugdo obtido para a (z)-4-etil-2-hidroxi-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 4b.
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Figura 2.67. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250 mm x
4,6 mm, 5 um) da (z)-4-etil-2-hidroxi-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4b.
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Figura 2.68. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) da (+)-2-hidroxi-4-propil-2,3,4,6,7,8-
hexaidro-5H-cromen-5-ona 4c.
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Figura 2.69. Espectro de RMN de *C (101 MHz, CDCls) da (+)-2-hidroxi-4-propil-2,3,4,6,7,8-
hexaidro-5H-cromen-5-ona 4c.
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Figura 2.70. Espectro de massas de alta resolucdo obtido para a (x)-2-hidroxi-4-propil-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 4c.
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Figura 2.71. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250 mm x

4,6 mm, 5 um) da (z)-2-hidroxi-4-propil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4c.
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Figura 2.72. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da ()-2-hidroxi-3,4-dimetil-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 4d.
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Figura 2.74. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da (+)-2-hidroxi-4,8,8-trimetil-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 4f.
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Figura 2.76. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250 mm x

4,6 mm, 5 um) da (z)-2-hidroxi-4,8,8-trimetil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4f.
mV '

o
75| & Det.A Ch1
i ||N
~||©
i [,;H
| 2| |
r‘l
7 i |
50 I |

O_ﬁ,-w—/"—"u‘vb——'" _____ BN, W V,____/—/
o s s ' 75
min
Detector A Chl 254nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 59.577 4275232 37042 45921 41.144
2 62.380 5034767 52989 54.079 58.856
Total 9309999 90031 100.000 100.000

Figura 2.77. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da (+)-2-hidroxi-4,7,7-trimetil-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 4g.
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Figura 2.78. Espectro de RMN de *C (101 MHz, CDCls) da (+)-2-hidroxi-4,7,7-trimetil-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 4g.
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Figura 2.79. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250 mm x

4,6 mm, 5 um) da (£)-2-hidroxi-4,7,7-trimetil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4g.
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Figura 2.80. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) da (+)-2-hidroxi-4-metil-7-fenil-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 4h.
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Figura 2.81. Espectro de RMN de **C (101 MHz, CDClI3) da (+)-2-hidroxi-4-metil-7-fenil-2,3,4,6,7,8-

-ona 4h.
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Figura 2.82. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250

mm X 4,6 mm, 5 um) da (+)-2-hidroxi-4-metil-7-fenil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4h.
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Figura 2.83. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDClIs) da (*)-7-(4-clorofenil)-2-hidroxi-4-metil-
2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4i.
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Figura 2.84. Espectro de RMN de *C (101 MHz, CDClIs) da (+)-7-(4-clorofenil)-2-hidroxi-4-metil-
2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4i.
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Figura 2.85. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250 mm x

4,6 mm, 5 um) da (x)-7-(4-clorofenil)-2-hidroxi-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 4i.
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Caracterizacao espectral das cromenonas 5a-c

Figura 2.86. Espectro de absorcdo na regido de infravermelho (KBr) da (+)-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-

cicloexen-1-il)-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 5a.
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Figura 2.87. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) da (*)-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-1-il)-
4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 5a.
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Figura 2.88. Espectro de RMN de *C (101 MHz, MeOD) da (+)-2-(2-hidroxi-6-o0xo-1-cicloexen-1-il)-
4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 5a.
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Figura 2.89. Espectro de massas da (*)-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-1-il)-4-metil-2,3,4,6,7,8-

hexaidro-5H-cromen-5-ona 5a.
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Figura 2.90. Cromatograma obtido por HPLC-UV com coluna quiral Phenomenex LUX® (250

mm x 4,6 mm, 5 um) da (z)-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-1-il)-4-metil-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-

cromen-5-ona 5a.

mV
2 DetA Ch1
1 | g
300 “ A
] \
] fl
1 ‘I 1
200 ‘ | \|
] ‘ . |
100+ | L
] .
o s /\TL_ L' T‘,_,_"4'\,-"'“'\_,_,\1"\,--\/'\_7 — ]
0.0 2’5 s0 75 100 12.5
min
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 3.969 3301376 402811 50.383 58.415
2 4.868 3251125 286756 49.617 41.585
Total 6552501 689567 100.000 100.000

Figura 2.91. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da (+)-4-etil-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-

1-il)-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 5b.
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Figura 2.92. Espectro de RMN de **C (126 MHz, CDCl;) da (+)-4-etil-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-
1-il)-2,3,4,6,7,8-hexaidro-5H-cromen-5-ona 5b.
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Figura 2.93. Espectro de massas para a (x)-4-etil-2-(2-hidroxi-6-oxo-1-cicloexen-1-il)-2,3,4,6,7,8-
hexaidro-5H-cromen-5-ona 5b.
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Figura 2.94. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da ()-2-(2-hydroxy-6-oxocyclohex-1-en-1-

yl)-4-propyl-2,3,4,6,7,8-hexahydro-5H-chromen-5-one 5c.
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Figura 2.96. Espectro de massas para a (z)-2-(2-hydroxy-6-oxocyclohex-1-en-1-yl)-4-propyl-
2,3,4,6,7,8-hexahydro-5H-chromen-5-one 5c.
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Experimento de biotransformacao pelos fungos de ambiente marinha.

Figura 2.97. Curva analitica para a determinacdo da conversao do produto de biotransformacédo da 2-
hidroxi-2H-cromenona 4a pelos fungos de origem marinha.

800000

700000 y = 341,99x + 10672
600000 R? = 0,9934
500000
400000
300000
200000
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0
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Area

Tabela 2.28. Dados das areas e concentra¢@es estimadas do produto de biotransformacdo da 2-hidroxi-
2H-cromenona 4a nas amostras provenientes dos extratos das reagdes de biotransformagé&o realizada por

fungos de origem marinha.

Fungo R < Conc. amostra Conc. amostra ~
CBMgAI DTG e analisada (mg/L)  original (mg/L) SRS (73
847 3 357828 992,583 2978 74
934 3,5 391915 1090,044 3815 94
935 3 478843 1338,588 4016 99
1185 1,40 995957 2817,112 3944 98
1186 3 389904 1084,294 3253 80
1237 3 355177 985,004 2955 73

@ A quantidade total obtida das extragdes foi diluida em 5 mL e, em seguida esta amostra foi diluida por segunda
vez para ter areas dentro do intervalo da curva analitica.
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Determinacdo da concentracdo de proteinas no preparado enzimatico
comercial de PPL-I1 e LPF

Figura 2.98. Curva analitica para a estimativa da concentracdo de proteina pelo método de Lowry

modificado.

Tabela 2.29. Estimativa da concentracdo de proteina nos preparados comerciais

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbancia

y = 0,0025x + 0,0402

RZ

50

= 0,9945

100 150

200 250

Concentracéo [ug/mL]

Pseudomonas fluorescens e Lipase de pancreas de porco tipo Il

Lipase

LPF

PPL-II

Conc. amostra
[mg/mL]
1,85
0,92
0,8
0,32

Abs

0,225
0,114
0,647
0,304

Conc. proteina

[Hg/mL]
73,92
29,52

242,72
105,52

Diluicéo
1

2
1
5

300

% Proteina

4,0
3,2
30,3
33,0

das lipase de

Média
% Proteina

3,6

31,7

Dados cristalograficos e de refinamento dos dados de refracdo de raios x para a
cromenona 5a

Table 1 Crystal data and structure refinement for porto2_twinl_hklf4.
Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature/K
Crystal system

Space group
alA

b/A

c/A

o/°

pre

y/°
Volume/A3
Z

pcng/Cnﬂs

porto2_twin
C16H2205
294.33
293(2)
monoclinic
P2,
10.8941(15)
16.333(3)
9.2958(15)
90
109.841(17)
90
1555.8(4)

4

1.257

1_hkIfa
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wmm 0.093

F(000) 632.0

Crystal size/mm?® 0.35x 0.26 x 0.18

Radiation MoKa (A =0.71073)

20 range for data collection/°
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indexes [[>=2c (I)]
Final R indexes [all data]
Largest diff. peak/hole / e A3
Flack parameter

Table 2 Fractional Atomic Coordinates (x10%) and Equivalent Isotropic Displacement
Parameters (A?x10%) for porto2_twinl_hklf4. Ueq is defined as 1/3 of of the trace of the

orthogonalised U,; tensor.

Atom X

Oo11 16708 (7)
012 12462 (7)
013 18804 (8)
014 18570 (7)
C101 15329 (10)
C102 15093 (10)
C103 13663 (14)
C104 12805 (9)
C105 13231 (9)
C106 14590 (7)
C107 15012 (9)
C108 14611 (13)
C109 16513 (9)
C110 17140 (8)
Cl1 18635 (8)
C112 19342 (9)
C113 20798 (10)
Cl14 21354 (7)
C115 20687 (8)
Cl16 19247 (8)
021 13323 (6)
022 17584 (06)
023 11191 (10)
024 11450 (7)
C201 14539 (9)
C202 15033 (12)
C203 16330 (12)
C204 17317 (13)
C205 16804 (11)

5.284 t0 69.062
-17<h<17,-25<k<25,-8<1< 14
9185

9185 [Rint = 0.0570, Reigma = 0.1770]
9185/1/384

1.035

Ry = 0.0754, wR, = 0.1464

Ry =0.2713, wR, = 0.1789
0.25/-0.28

-6.3(10)

y z
14502 (4) 16020 (9)
13500 (6) 13804 (9)
13653 (8) 19723 (7)
13819 (5) 14681 (6)
14533 (7) 15264 (12)
15433 (6) 14805(19)
15453 (8) 13730(20)
14902 (8) 13693 (18)
14114 (7) 14133 (14)
13922 (6) 15025(10)
13072 (6) 15391 (12)
12737 (8) 16737 (14)
13012 (6) 15809(12)
13671 (6) 16710(11)
13726 (5) 17152 (8)
13657 (7) 18791 (9)
13565(9) 19266 (11)
13653 (8) 18181 (12)
13679 (7) 16627 (9)
13706 (7) 16205(9)
15505 (3) 8946 (10)
16490 (4) 11196 (9)
16391 (7) 5200 (9)
16232 (6) 10321 (7)
15434 (5) 9713 (12)
14586 (5) 10210(18)
14460 (8) 11110(20)
15059 (6) 11237(19)
15966 (6) 10825 (13)
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C206 15460 (9) 16065 (6) 10078 (12) 62 (2)
C207 14978 (9) 16947 (5) 9570 (11) 56 (2)
C208 15392 (13) 17245 (6) 8299 (14) 86 (4)
C209 13556 (9) 16981 (5) 9300 (13) 71 (3)
C210 12811 (8) 16258 (6) 8245 (10) 59(2)
C211 11368 (10) 16304 (6) 7738 (13) 71 (3)
C212 10631 (11) 16329 (8) 6154 (15) 94 (4)
C213 9186 (11) 16265(9) 5672 (16) 109 (4)
C214 8620 (13) 16515(10) 6795 (17) 136 (5)
C215 9279 (9) 16273 (6) 8470 (12) 86 (3)
C216 10735(10) 16236 (6) 8868 (12) 66 (3)
o1w 19816 (6) 13647 (5) 12798 (7) 97 (3)
o2w 10198 (8) 16322 (5) 12142 (9) 104 (3)
Table 3 Anisotropic Displacement Parameters (A?x10%) for porto2_twinl_hkIf4. The
Anisotropic displacement factor exponent takes the form: -2a?[h?a*?U1+2hka*b*U1o+...].
Atom U Uz Uss U2z Uis U
011 55 (4) 69 (4) 86 (5) -25(4) 4(4) 8 (3)
012 52 (4) 165(8) 95 (6) -3(5) 8(4) -7(5)
013 61(5) 307 (13) 37 (4) -31(6) 12 (3) 30(7)
014 55 (4) 128 (6) 52 (4) -14 (4) 18(3) 15(4)
C101 49 (6) 87 (7) 66 (7) -13(6) 2(5) 22 (5)
C102 48 (6) 80 (8) 208 (106) 4 (8) -6(8) 32 (5)
C103 69(9) 105(9) 330(20) 128 (12) -19(11) 12(7)
C104 19(3) 113(10) 241 (17) 3(9) -31(6) 8(5)
C105 32 (4) 85 (7) 88 (7) -7(6) 7(5) 2(5)
C106 26 (4) 74 (6) 48 (4) -12(5) 7(3) 4 (4)
C107 44 (5) 111(9) 51 (6) 7(6) 13(5) 12 (5)
C108 75(8) 174 (11) 78 (8) 31(8) 21(7) -15(8)
C109 54 (6) 92 (7) 54 (06) -4 (5) 18(5) 9(5)
C110 43 (5) 88 (7) 68 (6) -13(5) 0(4) 32 (5)
C111 37 (4) 73(6) 32 (4) -3(4) 0(3) 13(4)
C112 52 (5) 126(9) 26 (4) -35(5) 5(4) 21 (5)
C113 59(6) 225(14) 39(5) -7(7) -2(4) 33(7)
C114 17 (3) 213(12) 77 (7) 2(7) 5(4) -22(5)
C115 47(5) 151 (10) 39 (4) 5(5) 22 (4) 23(5)
C116 36 (4) 106 (7) 34 (4) -11(5) -4 (4) 12 (5)
021 40 (4) 55 (4) 107 (6) -6(4) 9(4) 5(3)
022 39 (4) 61 (4) 126 (7) 5(4) 0(4) -5(3)
023 76(6) 199 (9) 73(5) 5(5) 19(5) 8(6)
024 47 (4) 169(7) 58 (4) 42 (5) 4 (4) 10 (4)
C201 29 (4) 55(6) 88 (7) -3(5) 12 (4) 2(4)
C202 81(8) 39 (6) 202 (106) -3(7) 14 (9) -4 (5)
C203 59(8) 85(8) 251 (17) -31(9) -21(9) 19(6)
C204 118 (10) 46 (6) 233(17) 34 (8) 38(10) 22 (6)
C205 60 (6) 79 (7) 71(7) 6(6) 12 (6) 20 (6)
C206 57(5) 57(6) 65 (6) 1(5) 12 (5) 5(5)
C207 54 (6) 47 (5) 62 (6) -4 (4) 14 (5) -3(4)

266



Capitulo 2 Apéndice

C208 113(10) 65 (6) 90 (8) 6(6) 46 (8) 6(6)
C209 58 (6) 45(5) 99 (8) 0(5) 10 (5) 10 (4)
C210 46 (5) 89(7) 39(5) 3(5) 12 (4) -8(4)
C211 50 (6) 66 (6) 90 (7) -10(6) 14 (6) 5(5)
C212 47 (6) 116(10) 96 (8) 19(7) -4(6) 6(6)
C213 52 (6) 155(10) 98 (9) =27 (7) -1(6) 17 (06)
C214 96 (8) 200(12) 90 (9) 35(8) 1(7) 42 (8)
C215 48 (5) 73(6) 110(8) -7(6) -9(5) -3(5)
C216 57(6) 68 (6) 68 (6) 8(5) 15(5) 5(5)
o1w 42 (4) 191 (8) 58 (4) -15(5) 18(3) 6(4)
o2w 66 (5) 177(8) 63 (5) 17(5) 12 (4) 19(5)
Table 4 Bond Lengths for porto2_twinl_hklf4.

AtomAtom Length/A  AtomAtom Length/A

O11 C101 1.427(12) 021 C201 1.279(11)

O11 C110 1.508(11) 021 C210 1.415(10)

012 C105 1.275(12) 022 C205 1.173(12)

O13 C112 1.200(10) 0O23 C212 1.240(14)

Ol4 C116 1.370(10) 024 C216 1.310(11)

C101 C102 1.528(15) C201 C202 1.501(13)

C101 C106 1.254(13) C201 C206 1.397(12)

C102 C103 1.539(17) C202 C203 1.391(1l6)

C103 C104 1.290(16) C203 C204 1.428(17)

C104 C105 1.383(14) C204 C205 1.583(13)

C105 C106 1.464(11) C205C206 1.401(13)

C106 C107 1.466(13) C206 C207 1.551(12)

C107 C108 1.558(14) C207 C208 1.483(13)

C107 C109 1.550(12) C207 C209 1.483(11)

C109 C110 1.392(13) C209 C210 1.573(13)

C110 C111 1.541(11) C210C211 1.482(13)

C111 C112 1.459(10) C211C212 1.419(15)

Cl11 Cl116 1.272(12) C211C216 1.443(15)

C112 C113 1.503(13) C212 C213 1.487(1l6)

C113 Cl114 1.349(15) C213C214 1.440(18)

Cl114 C115 1.380(11) C214 C215 1.528(15)

C115Cl116 1.484(11) C215C216 1.503(13)

Table 5 Bond Angles for porto2_twinl_hklf4.

Atom Atom Atom Angle/* Atom Atom Atom Angle/*

C101 011 cC110 111.5(7) C201 021 C210 120.5(7)

011 C101 C102 102.8(9) 021 C201 C202 116.8(8)

C106 C101 011 124.4(9) 021 C201 C206 126.2(8)

C106 C101 C102 132.7(9) C206 C201 C202 116.9(8)

C101 C102 C103 103.9(9) C203 C202 C201 120.4(10)

C104 C103 C102 124.5(12) C202 C203 C204 122.1(13)
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C103 C104 C105
012 C105 C104
012 C105 C106
C104 C105 C106
C101 C106 C105
C101 C106 C107
C105 C106 C107
C106 C107 C108
C106 C107 C109
C109 C107 C108
C110 C109 C107
011 C110 C111
C109 C110 O11

C109 C110 C111
C112 C111 C110
Clie C111 C110
Clie C111 C112
013 C112 C111
013 C112 C113
C111 C112 C113
C114 C113 C112
C113 C114 C115
C114 C115 C116
014 C116 C115
C111 C116 O14

C111 C116 C115

118.4(
122.3
115.1
122.6
113.3
125.5
120.7
111.5
109.9
109.6
111.2
102.1
114.9
117.6
114.2
124.6
120.4
122.7
120.9
116.4
117.8
125.2
114.2
115.2
119.2
125.0

C203 C204 C205
022 C205 C204
022 C205 C206
C206 C205 C204
C201 C206 C205
C201 C206 C207
C205 C206 C207
C208 C207 C206
C209 C207 C206
C209 C207 C208
C207 C209 C210
021 C210 C209
021 C210 C211
C211 C210 C209
C212 C211 C210
C212 C211 C216
C216 C211 C210
023 C212 C211
023 C212 C213
C211 C212 C213
C214 C213 C212
C213 C214 C215
C216 C215 C214
024 C216 C211
024 C216 C215
C211 C216 C215

125.4
118.0
116.6
112.6
108.2

(

Table 6 Hydrogen Atom Coordinates (Ax10%) and Isotropic Displacement Parameters (A2x10°%)
for porto2_twinl_hklf4.

Atom
H14
H10A
H10B
H10C
H10D
H10E
H10F
H107
H10G
H10H
H10l
H10J
H10K
H110
H11A
H11B
H11C

X

19030
15676
15216
13307
13691
12192
12325
14598
15244
14571
13771
16820
16729
16945
21192
21025
21980

y
13685

15615
15777
15969
15488
14877
15087
12734
12904
12150
12951
12506
13002
13642
13962
13026
13210

z

14181
14281
15694
13924
12700
12655
14339
14485
17691
16688
lee66l
16357
14879
17664
20065
19717
18341

U(eq)

118
150
150
231
231
172
172

83
165
165
165

80

80

86
135
135
126
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H11D 21859 14155 18428 126
H11E 20921 13200 16158 92
H11F 20969 14158 16206 92
H24 10989 16124 10834 143
H20A 14500 14361 10764 139
H20B 14864 14259 9292 139
H20C 16608 13962 10737 181
H20D 16342 14346 12134 181
H20E 17797 14901 10573 165
H20F 17923 15053 12279 165
H207 15398 17304 10447 67
H20G 16327 17234 8609 129
H20H 15088 17796 8041 129
H20I 15029 16898 7423 129
H20J 13210 17499 8822 86
H20K 13411 16952 10272 86
H210 13040 16292 7314 70
H21A 8809 16596 4762 130
H21B 8940 15701 5393 130
H21C 7735 16303 6471 164
H21D 8555 17107 6756 164
H21E 9062 16670 9122 103
H21F 8958 15742 8650 103
H1IWA 20898 13603 13102 145
H1WB 19509 13734 12001 145
H2WA 10477 16346 13158 157
H2WB 9442 16438 11843 157

Refinement model description

Number of restraints - 1, number of constraints - unknown.

Details:
1. Twinned data refinement

Scales: 0.6622(13)

0.3378(13)
2. Fixed Uiso

At 1.2 times of:

All C(H) groups, All C(H,H) groups

At 1.5 times of:

All C(H,H,H) groups, All O(H) groups, All O(H,H) groups
3.a Riding coordinates:

O1W (H1WA, HIWB), O2W (H2WA, H2WB)
3.b Ternary CH refined with riding coordinates:

Cc107(H107), C110(H110), C207(H207), C210(H210)
3.c Secondary CH2 refined with riding coordinates:

C102 (H10A,H10B), C103(H10C,H10D), C104 (H10E,H10F), C109(H10J,H10K), C113(H11A,
H11B), C114(H11C,H11D), C115(H11E,H11F), C202 (H20A,H20B), C203(H20C,H20D),
C204 (H20E, H20F), C209(H20J,H20K), C213(H21A,H21B), C214(H21C,H21D), C215(H21E,
H21F)
3.d Idealised Me refined as rotating group:

C108 (H10G,H10H,H10I), C208 (H20G,H20H,H20T)
3.e Idealised tetrahedral OH refined as rotating group:

014 (H14), 024 (H24)
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