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RESUMO

Certas enzimas que est3o presentes no fermento de pao
{Saccharomyces cerevisiaed s30 capazres de reduzirem
assimetricamente celconas proguirais 3 alcoois guirais. Algumas.
alquil fenil cetonas foram submetidas a reducdes deste Lipo e os
respectivos dlcoois exibiram diferentes graus de pureza
enantiomndrica em funcio das condicfes de reacio. Este Mendmeno foi
prontamente observado apds a redugfo da acetofencona por dois
métodos diferentes: reacdes com pH controlado & com variagio na
concentrac3o de aclcar. No primeiro experimento os rendimentos
Sdpticos variaram desde 8 (C(+)—(R)-1-feniletancl até 86X ((-2-C530
e no segunds desde 4 CC+D-CRID  até @l CC-D-C52D. RBal xos
rendi mentos sugerem gque existem pelo menos duas enzlimas
competitivas com enantiocsseletividades diferentes catalizando a
reducio em atividades compardveisz. Por outro lado, hia um aumsnto
ne rendil mento Aptico quando somsnte enzimas de mesmas
enantiosseletividades mantém suas atividades cataliticas.

Az reducdes com fermento de pio das a~haloacestoflenonas
fornecsram halcidrinas opticamente altivas correszpondentes. Estas
redusdes também mostraram um comportamento diferenciado frente a
modificacdes nas condigdes de reaclo, tails como adiclo de agdcar
©u de solvente organico. Dentre elas a a—cloro =
a—-Tluoracetofenona forneceram os melhores rendimentos épticos (82
e 97%, respectivamented, em guantidades apreciaveis (74 e &7X4%,
respectivamente). Entretanto, a obtengdo da iodoidrina sé fol
possivel guando a reaclo fol feita em presenca de um capturador de
radicais, engquanto que na auséncia deste foli observado a formagdo

da acetofenona. Consideractes  mecanisticas foram abordadas para
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explicar esse f{endmeno. Cetonas como 2 propiofencna e a
a~br omopr opi ofenona também foram submetidas 3 biotransformacdes
deste tipo. |

Dentre  todas as cetonas  estudadas  as  halogenadas
exibiram uma maior reatividade frente as n3o halogenadasz sendo
consumidas muito mais rapidamente, porém nem sempre fornecendo o
produto desejado. HNeste caso, as reacdes laterals prevaleceram
sobre a reagio pri ncipal , abaixando apreciavelmente o rendimento
gquimico. A saber, oa-bromcacelofencna e a o{—brom‘opr opiofenona

apresentaram este comportamento.



ABSTRACT

Baker’=s veast, Saccharomyces cerevisiae, contains
several enzymes in its cells that are able to reduce prochial
ketones to chiral alcohols. Biotransformations of this kind were
made with some alkyl phenyl kstones and depending upon the
reaction mecdi um the respsctive products showad different
enantiomeric pure grades. This phenomenon was promptly observed
when acetophenone was reduced using two different mebthods:
reactions with controlled pH and with wvariation of the glucose
concentration. In the former cas=e, the optical vields ranged
from 8 ((+D—-C(R)~1-phenylethanold to 88% ({(~-2~(3)2 and, in the
later from 4 CC+2-CRID to 91% CC-3-CS522. Low values suggest
there are at least two compeltitive enzymes having different
enantiaael@ctiviéies working as catalysts with similar
activitiez. ©On the other hand, if only enzymes with the same
enantioselectivities and comparable activities are involved Lhe
optizal yield is increased.

The oa-haloacstophenones reductions by baker’s ysast
vielded optically active haloidrins. These reductions also
exhibited a differential  behaviour when the reaction medium
conditions were modified, such as by addition of glucose or
organic solvent. But the best optical grades were obtéined by
a—chloro and o-flucrcacztophenone (82 and 97%, respectivelyd in
appreciable guantities (74 and B7%, respectivelyd. Nevertheless,
the production of iodohidrin could be observed only when the
reaction was run in the presence of radical inhibitor, whereas in
its absence the product isclated was acetophenons, Mechanistic

considerations were invoked in order bto explain this phenomenon.
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Biotransformations by baker’s vyeast were also made with ketones
such as propilophenone and d—bromopropiophenone.- _
All halogenated ketones reacted more rapidly than the

non-halogenated ones exhibiting greater reactivity. However the

desired product was not always imolated. In these cases, the
side reactions took advantage over the main one reducing.
markedly the chemical yield. Mamely, oa-bromoacetophenons and

ci~hbromopr opi oph@-no'ne exhibited this behavior.



CAPITULO I
INTRODUCAO

I.1 - REDUTSES ASSIMETRICAS -~ CONSIDERACSES GERAIS

¥y existéncia de compﬁostoé opticamente ativos foi.
descoberta em 1848 por Louis Pasteur, gquando esle ssparou pela
primeira wvez os enantidmeros de wuma mistura racémica; vindo a
fundar uma instituiglo cientifica guatorze anos mals tarde. (.21
A descoberta de Pasteur funcicnou comoe uma alavanca para

que se iniciasse avancos progressives nessa drea sendo, ao longo

dos  anos, a s=eparacio de racematos aceita como uma pratica
rotineira =m eszcala industrial. Ainda hoje esta téecnica é
ampl amente enpregada para a obtencio de compostos

enantiomericamentse puros. r

A partir dos anos 80 outra técnica para a obtencio de
conpostos opticamente ativos ganhou o seu espaco. Esta se baseava
na introducBo de centros de assimebria em uma molécula progquiral,
formando enantidmeros puros. Inicicu-se, entdo, o desenvolvimento
das reacdes assimétricas.' Estas podem ser divididas em trés
gr uUpos: rescdes assimétricas enzimiticas, microbioldgicas =
quimic:as.ta] Este Ultimo grupo nfc serid aqui discutido por nio
fazer parte do assunto desta tese. 03 outres dois grupos serio
abordados mals adiante. |

Inddstrias como a farmacéutica e a agroquimica tém
interesse direto na sintese de compostos opticamente ativos, a
partir dos quais pode-se sintetizar as drogas. Portanto &
imprescindi vel para estés selores conhecer os efeitos bioldgicos e
a disposi¢cBo frente a um organismo causados por cada um dos

enantidmeros presentes numa droga, quando esta & comercializada em
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. 1,41 . : ,
sua forma racémica. ™’ Desde a década passada sabe-se que esses

efeitos s3o frequentemente distintos, uma vez que cada enantidémero
é metabolizado por um caminho biogquimico e velocidade diferentes,
quande administrados in vive. Isto ccorre porque s3o enzimas as
rezponsavei=s  pela degradacic dos enantiémeros (=] estas =30
estereogseleativésfsﬁ} Como geralmente £ um dos enantidmeros, o
chamado eutomer, que possul uma determinada atividade terapfutica
desejada, & importante conhecer o efeito biolégico causado pelo
outro enant idmero, conhecido como distomer, para gue uma droga
racémica possa ser administrada sem causar efeitos laterais
maleficos, até® mesmo teratogénicos, ou minimizar o efeito

Aoe s t4,41
Lterapéutico.

TABELA 1]
DirereNcaAs FARMACOCLOGICAS EXBTENMTES
ENTRE OS ESTEREOISOMEROS.

—receptor (processos de vaso—
CRD . ~
=3 dilatacso
ISOFROTEREMNOL .
mesmo efeito da forma R, pcrem
CsSo
90 vezes menos ativo
CLOEAN?ENIC:OLm] CR,R2 bactericida
8,52 inativeo
PQOP&NOLOL[B] =) agente Gﬂbloqueador
CR> mesmo efelito da forma &, pordém
10 veres manos ativo
&
ETAMBUTOLEB] (8,52 Ltratamento da tubsrculose
CR,RD causa cedgusira
TALIDOMIDACQ] CRD sedativo
C5D teratogénico
(53 s antiinflamatdérioc
MAPROXEN
CR2 mesmo efeito da forma £, porém
11 vezes menos ativo
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f: sabido que o distomer pode ser totalmente inativeo ou
produzir efeitos adversos indesejados por ser capaz de interagir
favoravelmente com outros sitios enzimiticos recepltores.
Fntretanto, mesmo quande o distomer €& inerte ele pode causar uma

diminuic3c na atividade terapé&utica do farmaco. Por vezes ambos

enantidmero=s apresentam o mesmo efeito bioldgico, pordm
apresentando diferencas significativas em sUuas atividades
. {4,751 \
farmacoldgi «as. A tabela 1 pode  m=lhor ilustrar estas
diferencas.
R 3
IRy 2.8
L
AYS
Ff ~,
R F¥N
o
§ NG
/
1ARSIMETRICA
NE
k4
i k) > a1
B 4 s T LI VN ;X
y RESOLUCAD N A RN
it & ‘ !"'! —_—
e - = - L
AN SN, B o \\.
T E Ty oy s e
5 A I R I
Figura 4: Zintese assimétrica vs Resolugdo corm racemizacio
espontdnea.

Pewr multto tempo a conmunidade médica lgnorou essa
variacio na atividade bicldgica existente entre os enantidmeros,
sendo que nos Estados Unidos, em 1980, eram administrados pelo

15,0l

menos 398 drogas em  sua forma racémica. U  argumento

frequentemente usado para apoiar tal atitude eram as dificuldades
e custos envolvidos na etapa de resoluclo de um racemato. L4
Entretanto, muitos esstudos surgiram em contraposicdo a esta
atitude, mostrando com clareza as diferencas farmacoldgicas
existentes. Portanto esses estudos defendiam que a administracdo

de drogas enantiomericamente puras possufia um potencial que sd
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poderia ser benéfico. Essa nova consciéncia fol a responsivel pelo
desenvol vimente de novos métodos de sinteses com o fim de se obter
um Gnico enantidmero.

Cutro fator que veio estimular o desenvolvimento de
novas técnicas € que a resolugio implica em uma etapa a mais enm
uma sintese: a racemizacfo do enantidmero nio desejado. Somente
quando a racemizacio € espontinea Iin situ €& que © processo se
torna economicamente vidwvel e cencorrente com a  sintese

assimétrica CFig. 1D. @
I.1.1 - REDUCSES ASSIHMETRICAS DE o~HALCACETOFENHONAS

PDevido a alta potencizlidade das haloidrinas como

intermediArios em sinteses de produtos naturais opticamente

DAl g

. £d - ~ .
ativos Dem como em sinteses de compostos farmacéduticos,

az o~haloacetofenonaz Lém sido amplamente submelidas & reducdes
. . .. . 1401

assimébricas por wvarios meios: «. com reagentes organchborano,

H., pela mistura de hidretos de boro ou aluminio =2 virios didis

. . . . RS )
quirais ou aminodlcools, c. por reagentes preparados a partir
(421 (]

de borano e aminoidlcools qgquirais, d. por oxaborolidina, =
[i43 , .

por Cryplocorcus macerans e . pela desidrogenase do filigado do

cavalo dependent e da nicotinamida adenina dinuclsotideo

[45)
CMNADH-HLADH D

Uma wvaliosa aplicacio das haloidrinas € gus estas podem
zer facilmente transformadas em epdxidos opticamente ativos. Estes
tém s=ideo amplamente emnpregados come intermediiarios em sinteses de
fAdrmacos e produtos nalurais por serem muito versatels, uma vez
gqu= eles podem ser convertidos para wvarieos outros grupos
funcionais. Fol, por exemplo, através de um epdddde gue Brown e

110, 1651

Pai sintetizaram a ubina em alta pureza dptica. Forgm, &

muito importante a passagem pela haloidrina j3 gque esta € mails

adequada no estabel ecinento da configuracio do carbono
benzilico. ¥

Outras ariletancl aminas, como  a ubina, podem  ser
zsintetizadas a partir das hal‘oi drinas, sendo que as  mesmas

: - el
pertencem a uma classe importante de farmacos, doz quals a
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grande maioria s3c drogas sintéticas andlogas ou derivadas das

. : . I17,a8)
ariletanoclaminas naturais. '

Al ém disso, | até 1989 ainda
existiam poucas informacdes a respeito de métodos de resclucio de
ariletanolaminas racémicas ¢ cdmo & sabido que oz izbmeros destas
possuem atividades terapéuticas significativamente diferentes,
torna~se evidente a importincia no dessnvolvimento de técnicas
adequadas para a obtengdo destes compostos e preferencialmente a

x . . [48,19, 201
obtencio destes em sua forma snantiomérica pura. ’

I.1.2 - REDUCDES ASSIMETRICAS EMNZIMATICAS

Metodologias que snvolvem enzimas como catalisadores em
reacoes =30 genericamente chamadas e transformaches
microbiclégicas, bictransformacfes ou ainda enzimnagdes. E=stas
bioctransformacdes sio potencialmente Gieis no preparo de Tarmacos
2 aditivos alimenticios, bem como na gquimica fina.™"

Os microorgani smos possuem varias enzimas, ernm  Ssuas
ce&lulas, que s3o responsavels por processos metabdlicos e de
reproducdc celular. S3c essas enzimas que sio isoladas para serem
utilizadas =m rgacﬁes enzimdticas, onde slas atuam somente como
catalisadores acelerando a velocidade de uma reaclo em um fator de
até 10%. Cada molécula de enzima & capaz de catalisar de 100 3
1000 moléculas por segunde de uma dada reaclo gendo, portanto,
catalisadores de alta eficigéncia. Existem desde 1984 mais de 800
tipos di ferentes destes catalisadores com=raial mente
disponiv&is.miz&zm

Uma caracteristica fundamental das enzimas &€ gqu= as
mesmas sio capazes de reconhecerem, através de seus sitios atives,
as diferencas estruturais = estersoquimicas existentes entre
substratos gqualisguer, © gue lhes confere alta sesterecespecifici-
dade. Sendo  assim, compostos  estereoclsoméricos ou compostos
proquirais contendo grupos ou faces enantiotdpicas si0
distintamente reconhecidos como substratos diferentes. Até mesmo
grupos idénticos s3o geralmente Lratados de forma diferenciada

\ . [22,22,24])
pelas enzimas (Fig. 2>. 7777



INTRODUGAD - 12

As enzimas s3co também seletivas quantb ao tipo de reagio
a ser catalisada n3o produzindo, portanto, pfodutos laterais
indesejados. As transferases, por exemplo, s3o responsavels pela
transferéncia de partes de uma molécula para outra, porém nunca

ser3o capazes de catalisarem adig¢des em uma ligac¢io dupla, sendo
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Figura 2: Fosforilaclio do glicerol pela glicerol quinase.

que este papel cabe as liases. Existem ainda enzimas, as
isonmerases, que s3%c responsdveis somente por fendmenos  de
isomerizac3c = também aguelas gque s3o responsdvels pela catalise
de reacthes de dxido—reducio. Exste ltimo gr upo ST as
oxidoredutases. Da mesma forma existem varios outros grupos de

\ (22,251
eNnZlmas.

Entretante uma caracteristica € comum a todos os
grupos: "os substratos das enzimas s3c compostos naturais". Esta
peculiaridade faz com que reacdes catalisadas enzimaticamente
sejam de particular interesse no preparo de farmacos, bem como no
desenvolvimento de compostos agrogquimicos & alimenticios. ¥
Outros parametros que estimulam a utilizacZo das enzimas
come catalisadores s3oc a sua versatilidade, sendo capazes de
catalisarem uma grande variedade de reacdes, e ‘as condicd®ss do

meio de reaclo. Estas condigbes sfoc atrativas por serem brandas,

isto &, temperatura ambiente, pH préximo do nesutro e press3o
atmosférica. Condi¢cdes COmO estas minimizam problemas de
rearranjos, isomerizaclio e epimerizacdo, os quais geralmente

afligem aqueles gue utilizam métodos quimicos convenci onais; aldm
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de serem convenientes quando se trabalha com substratos
N . , (24,221
instaveis.
Outras vantagens Jque as enzimas oferecem & a sua
atoxicidade e seguranca na manipulagcio, © gque nem Sempre ocorre
; b . , £8)
quando se trata de catalisadores quimicos convencionais.
Porém o trabalho com enzimas isoladas também oferece
dificuldades, tais como o custo acentuado de certas snzimas = O

116,221 - -
’ Estas sio fracdes

custo ainda mais elevado das coenzimas.
ndo proléicas, que se ligam as enzimas, necessirias para gue as
mesmas exibam o maximo de sua atividade catalitica. As coenzimas
mais comuns sS3c © NADKHY Cnicotinamidsa adenina dinucleotidsod,
NADPC H D {nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatod, ATR
Cadenosina 5' —trifosfatod e coenzima A (de acetilacZod. 1o2¥

Um grupo de enzimas que t&m sido satisfatoriamente
empregadas como catalisadores especifices s3o as lipases, pois
elazs ndo requerem a utilizac3c de coenzimas, o Entretanto  a
matoria das reacdes de interesss na gquimica orginica,
principalmente as que envol vem procegéos de oxidagcio ou reducio,
catalisadas por enzimas necessitam da presenca de coenzirma$, neste
casoe o alto preco destas se torna um fator inguietante. Portanto,
para Jgus uma reaclo envolvends coenzimas s2ja economicamente
vidvel € necessario a regenerac3oc destas em sua forma abtiva in
gitu, através do desenvolvimento de processos capazes de fornecer
essa regeneracio utilizando reagentes baratos. Desta forma a
gquantidade de coenzimas a2 serem adicionadas en um meio reacional

oL 22,2
deve ser catalitico.

Para se ter uma idéia da importincia
das lipases e das oxidoredutases em sinteses, estes dois grupos de
enzimas eram rssponsaveis por 90% das comunicacdes na literatura
até 1989, 7

O prépric iscolamento & purificacfc das enzimas dependem
de equlipamentos adeguados = técnicas especializadas, as guais
muitas vezes n3o sdo comuns a gquimicos orgdnicos sintéticos,
tendo estes que aprender tédcnicas basicas de enzimologia =
bioquimica. 2 2™

Una alternativa para contornar tal situacioc & baiwxar o

custo & a utilizac3o de extratos enzimiticos bruto=s, onde hid a
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presenca de <wvarias enzimas. Poreém, a seletividade de uma reacio
feita com extratos brutos fica comprometida, devide a possivel
presenca de enzimas competitivas com preferéncias estereos-
seletivas opostas. Hez

Quanto a estabilidade das enzimas, sendo este um fator
importante tanto na sua estocagem quanto na sua utilizacio,

devemos obser var varios aspectos:

-

a. Um segundo aspecto & a pouca estabilidade das enzimas frente A
solventes orginicos, principalmente o3 polares.[m A perda da
estabilidade implica nufna menor eficiénceia catalitica, devido a
dispers8c dos grupos residuals aminodcides Chidrofdbicos) que
provocam ma drastica mudanca conformacional na estrutura
enzimidtica. Uma forma de se contolrnar* este problema estd na
utilizaclo de meios de reaclo contendo aguasscolvente organico,
onde  a enzima & preferencialmente utilizada apds sua
imobllizag8eo em suporie hidrofilico. Esta gquando imobilizada
ferma ligagdes com o suporte que aumentam a sua estabilidade
conformacional. 1,232,300

Outra wvantagem gque o sistema Aguarssolvente orginico
oferece & a possibilidade de se usar subsiratos que s30 pouco
sollveis em Agua. A diminuic3o de efeitos de inibig¢io enzimdlica
qu possam sSer causados pelo préprio substrato ou pelo preduto,
vem como a maior facilidade de se recuperar ambos, também s3o0

. s (301
vantagens oferecidas por esse sistema.

b. Oubro aspecto & gque a estabilidade sztd diretamente relacionada
com a temperatura, pois a temperaturas mals altas pode haver a
desnaturacico da enzima. Esta gquando desnaturada perde a sua
integridade estrutural destruindo o sitio ativeo com consequente
perda da atividade catalitica. Porém, ha um conpromisso entre a
temperatura, a estabilidade e a atividade, isto &, com o© aumento
da temperatura aumenta-se a atividade, entretanto a enzima vali se
tornando gradativamente menos estavel. Portanto a escolha da
temperatura Stima de trabalho vai depender do tempo total de

- . 1231
reacio reguer ido.



mwrrobucio - 15

¢c. A estabilidade também estd relacionada com o pH do meio. Este
interfere tarnto a sstabilidade quanto a atividade, sendo gue nem
sempre o pH bom para a estabilidade coincide com o pH bom para a
atividade. =

Apesar de haver muito © que aprender socbre O
comportamento e as caracteristicas oferecidas pelas enzimas,
imobilizada ou livre, em Agua e em solventes orginicos, as
vantagens obtidas por esses processos enzimiticos fazem desta
técnica uma importante metodologia alternativa no preparo de
compostos opticamente atives. Tendo em vista que esforgos no
sentido de melhorar as caracteristicas cataliticas wvem sendo
feitos  com sucesso pela  engenharia genética, o uso destes
catalisadores em sinteses em grande escala parsce sstar prestes a

. , 116,301
ze tornar uma importante ferramenta.

I.1.3 - REDUCOES ASSTMETRICAS HICROBIOLGGICAS

Nas redusfdes assiméiricas microbioldgicas, da mesmna
forma gue nas enzimdticas, sido as enzimas as responsavels pela
catdlise das reducdes. Porém, estas n3o s3o iscoladas sendo

utilizadas as células intactas durante o processo. De um modo

geral, as consideracfes feitas para as reducdes por enzimas
izoladas sico semslhantes aos procezsos microbioldgicos. Porém,
como o sSistema in wvive & muito complexo, € mals difficil

estabalecer guals varisdvels 30 criticas e, portanto, responsivels
por mudancas nos resultados obtidos. 2%

Spesar da complexidade do sistema, processos bicldgicos
deste tipo oferecem vantagens em relacfo aos processos quimicos
convencionais. Uma vantagem, que pode ser citada com propriedade,
& a introduclo de dois centros gquirals em uma moldcula,
inicialmente aquiral, através de uma Unica etapa de reacio. B2

Az reducdes microbiocldgicas podem ser feitas de varias
mansiras: biobtransformacdes sob condicdes fermentativas ou com
celulas imobilizadas, biotransforﬁiacées- com células previamente

crescidas e processos fermentativos. As biotransformacdes requerem
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a adiclo de substratos, ja os prbcessos fermentativos wtilizam
como reagents de partida fontes de carbono e nitrogénioc. Como
resultado os produtos coblidos de fermentacdes s3o sempre compostos
naturais, enquanto que os obtidos de biotransformacdes podem ou
nd3c serem naturais. Outra diferenca entre estes dois processos &
que na fer ment: acio as c&lulas do microorgani smo dervem
necessariamente estar em crescimento, o que nem sempre ¢ verdade
nas biotransformacdes. Entretanto estes processos nem sompre s3o
faceis de serem controlados, pois mudancas nas condices de

(2,24,99) ‘
_ A exemplo,

cultura e linhagens podem afetar os resultados.
Charles J. Bih e colaboradores submebteram um o—ceto-~tiocacetal a
reducdo com +warias linhagens de Saccharomyces cerevisice, & como

resultado os wvalores de rotagio especifica variaram desde +5,4 a

o , {343
—21,1° CFig. 3.
0 0
Pt | I
i '\. P N ", .-'H'-b
/ . s ~ T TR T
"'\\ ){} Q{;H?
i
W2
Figura a: Reducdo de um Cl-cetoticacetal corn varias linhagens de

Saccharomyces cersuvlsias.

Os microorganismos =20 uma grande fonte de oxidoradu—
tases, uma vez Jque a reducdo de cebtonas naturais € una reaclo
comum ao seuU metabolismo. Conssquentemente estes s3o capazes de
reduzirem uma variesdade de cetonas nio naturais produzindo Alcools

) : c oy s 121,351
quirais com alta pureza dptica.

Eles também sio caparzes de
se adaptarem £ crescerem em novos ambientes com altas taxas de
velocidade n3o necéssitamdo, em mullos casos, da ajuda de um
microbiclogista. Estas caracteristicas s3o potencialmente Gteis no

; Sy s . - £2,245
cultivo em larga escala, bem ctomo facilitam a manipulacgio.
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Por outro lado, dentro das células existe todo um
complexe enzimitico, do -‘qual algumas enzimés podem fornecer
produtos laterais nic desejados ou tornar © processo apenas
parcialmente enanticsselelivo necessitando, entio, de um controle
estereogui mico. P9 A baixa enantiosseletividade ocorre quando
duas ou mais oxidoredutases com preferéncias esterecguimicas
opostas competem pelo substrateo, ou guando a enzima ndo & capaz de
distinguir entre as duas f‘ac:es enantiotdpicas do substrato, mesmo
que seja a unica a atuar durante o processo. 2l

Uma forma de minimizar a formacdoc de produtos laterais &
a utilizag3io de linhagens seleclionadas, Tratamentos quimicos ou
figsicos também podem seor empregados com sucesso, tals como
agquecimento, mudangas de pH, ou mezmo a adicio de inibidores
especificos para desatiwvar enzimas 1ndesejadas. A exemplo,
Nakamurataﬂ e colaboradores através de tratamento por aguecimento
de uma sSuspensio aquosa  de fermento de p2o, aumentou
significativamente a diastereosseletividade na reducioc de alguns
f—cetodésteres (Fig. 43, Derivatizac®es gquimicas no substrato

< A ~ . i24]
também podem protegé-los de reagdes laterais.

i
4

3] O OH O 0H D
H i§ F o man b o = 1 - il
1 Brmenie . i | A
(___..a_._‘__ - o, . — oy L e, __;___ T ;-e"H"‘-a.
- Ry - - ~ T . i ~ ha ~.
3 DEL de Tao : QFt ‘{’ QEt
X = H
R E o

E = Me, Bl Pr. Alil, Propargil

Figura 4! Reducdoc de [I-celoédsteres com fermento de pdo.

Da mesma forma gue nas reacdes por senzimas isoladas, o
zubstrato ou produto formado nido deve funcionar como inibidor do
catalisador para gque © processo Ltenha continuidade. Entretanto,

quando se t.rabalha com células inteiras existem cutras
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caracterizsticas que o substrato deve apresentar, isto &, gle deve
ser soltvel no meio e permeidvel 2 membrana celulaf para poder
tomar contato com a enzima. Caso este nio seja soldvel no nmeio,
ele pode <=ser previamente dissolvido em solventes orginicos
misciveis em Agua. Os solventes geralmente empregados sio acetona,
dimetilformamida, dimetilsulféxido e Alcoois menores. Modificacdes
quimicas no substrato tambeém podem melhorar a sua solubilidade.
Por outro lado, pode-se fazer um tratamento nas celulas a fim de
aumentar a permeabilidade do mesmo. Existe ainda a possibilidade
de se adicionar um surfactante para ajudar a dispersio do
substrato no meio reacional.®

Nas biotransformacdaes o problema de | estabilidade
enzimitica € minimizado, enguanto que nas reducdes com snzimas
izsoladas este &€ um fator limitante do processo. No entanto, A
grande vantagem das reducdes com c¢@lulas intactas frente as
reduc®es <com enzimas puras £ que nidoc precisa a adi¢io de
coenzimas, pois estas 330 regeneradas, até certo ponto, in situ

{2,24,397

pelos préprios microorgani smos. Em contraste, o

P

isolamento dos produtos € mais tedioso devido a grande quantidade

s . . \ (33
de biomassa envolvida no primeiroe processo.

Em reacdes biolégicas, atraveés da gtilizagio de
diferentes microorganismos, tambeém £ possivel seleciconar o©
enantidmero que s& guer produzir. MNeste caso, deve-se utilizar

microorganismnos que possuam enzimas com especificidades de faces
enantiotdéplcas opostas CFig.S).mzﬁB}

A combinacio de reacdes quimicas e biotransformacdes se
mostra uma técnica promissora na sintese de compostos
enantiomericamente puros. As biotransformacdes s8o as responsavels
pela introducio de um centro quiral numa molécula chave de uma
dada sintese total. O primeiro exemplo de sucesso desta combinaci3o
foi a sintese da efedrina 1 por Neuberg e Hirsch em 1921 . 2

Mals recentemente, Kurmar e colaboradeores desenvolveram
um método de sintese para a obtengio de 3 drogas
enantiomericamente puras. Os processos, os quais possuem 5 a ©

etapas, envolvem uma etapa microbiclégica e as etapas restantes

s80 reacdes quimicas convencicnais. A etapa microbicldgica £ comum
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~ . [391.
aos trés processos (Fig. ).
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Figura 5 Alteragde da esterecespecificidade atraves da mudanga de’
microorganismo.
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Figura < Intredugdo de um ceniro quiral numa molécula chave e
intermedidria na sintese de trés drogas através de uma bi.otrans-

foermagdo.
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I.1.4 - REGENERACAO DAS COENZIMAS (NADCPOH e NADHD

Como foi citado anteriormente, as coenzimas devem ser
regeneradas in situ por processos simples que envolvam reagentes
baratos para que possam ser utilizadas em quantidades cataliticas.
Para tal, processos quimicos, eletroguimicos ou enzimidticos podem
ser enpregados, porém atraveés dos pProcessos enzimiticos
consegue-se recliclar as coenzimas um nimero de vezes muito maior
do que com processos quimicos ou eletroquimicos. Estes udltimos
dois processos mostram uma seletividade apenas modesta paré =
regenera¢5CL[2L2¢403

Varios sistemas para a regeneraclio dos cofatores tém
side empregados, ssndo que toedos eles apresentam vanlagens e
desvantagens. A escolha do sistema mais apropriado para uma
determinada reacfoc vai depender, entfo, de fatores como condicdes
e tempo de reaclo, disponibilidades de reagentes, qual coenzima
eztid sendo utilizada e a gquantidade de produto a ssr produzido

[2¢,40]

Clarga escala ou escala de laboratdriod. U= virios sistemas

podem ser diferenciados de acordo com a natureza do  doador de
elétrons para a reducio da nicotinamida oxidada. %

Serio citados nesta tese  apenas quatro sistemas
bicldgicos para a regeneragico da nicotinamida em sua forma

reduzida, ©s gquais parecem ser os mnals comumente empragados.

Pordm, somente um destes fol utilizado neste trabalho.

1% gistema - Este & baseado na catélise'por Lrés enzimas:

alcool desidrogenase (ADHD. aldeido desidrogenass (AIdDHD> e

formiato desidrogenase (F[OM). Neste sistema o metanol funciona

como deoador de elétirons, sendo que para cada eguivalente de

metanol consumido, gera-se tLrés equivalentes de coenzima reduzida

CFig.?)ﬁ4“ As caracteristicas deste método estio sumarizados na
fig. 8.

Este método tem side mais utilizadorem sinteses em larga

escala. Para sinteses em escala de laboratério o processo €

geralmente iniciado a partir do formiato como doador de elétrons.

Neste caso, a Unica enzima envolvida & a FDH. © custo desta enzima
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foi significativamente reduzido por Wandrey & Wichmann atraves do
26,441,421

desenvolvimento de um método de sintese.

CH30H geme HCO4 0y
LN ~ sy
N AL
e = S
/ADE AMDE FDHN
J_;_ ‘-.F
4 NAD 3 NADH
s}§ i
. ENZDMA ) /
I ™
LW !
3 ALCOOL 3 CETONA
Figura 7 Regeneragdo da nicolinamida reduzida, ulilizando-se
formuato e FDH.
VANTAGENS -2 DESVANTAGENS #0343

FOoM € relativamsnie cara

o formiato & barato e &
um forte agente redutor .

FDOH € incapaz de aceitar
o MADPH como substrato

o formiato e o £CQ, s30 indcuos
para a maloria das enzimas
oM Lem baixa atividade
especifica

o CO, € de ficil remocio

as enzimas s8o comer-— o sistema necessita de
cialmente disponivels trés enzimas para operar

FOH € e=tivel, se protegida ADOH =& AldDH =30 sensivelis
contra auto-oxidacio a oxidacio

Figura B! Caracterisiicas do sgistema formiate .~ FDH.
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22 sistema - Neste sistema gis hidrogénio & borbul hado

no meio reacional onde funciona como doador de elétrons. A reacio

de regeneracdo da coenzima reduzida € catalisada por uma Unica

enzima: a hidrogsnase CHgase3» fig. Q.M4]

; .
T - . \ *
Ho~ ~~ NAD" . ~2 ALCOOL
YN It ™ e .
i ' 3 (
jﬂgase\ )!EHZ}MA.\
+, S ar Y ~
2HE ~>NADH~ ——CETONA
Figura o Regeneragio da nicotinamida - reduzida utitizande—se Hﬂ/

Hoase-

O usc do hidrogénio oferece a vantagem de ser um forte
agente redutor, de ser barato e de seu consumo nioc fornecer nenhum

[44,45)

produte lateral. Porém, para reagdes feitas com fermento de

pAo  este método nlo pode  ser empragado, uma vez @ Jgque o

” , : . (a3l
Saccharomyces nido apresenta nenhuma hidrogenase em sua cflula.

32 sistema - Este & baseado na catédlise por duas
enzimas: 41 cool desidrogenase CﬁBH) e aldeido desidrogsnase
CAI QDM Estas duas enzimas, além de possuirem alta atividade
especifica, s3o capazes de aceitar o N§Q+ e O N&BP+ C O
substratos. Para cada equivalente de etanol consumide, gera-se
dois equivalentes de cosnzima reduzida, sendo gque o etanol
funciona como doador de eldétrons C(Fig. 10y, 44

Este sistema € apenas fracamentes redutor & o acetal deido
formade funciona como desativador para muitas enzimas. Desta
forma, para melhorar o desempenho deste sistema € necessirio que a
AldhH esteja =m excesso., As caracteristicas deste método est3o
sumarizados na fig.il.mé}

Em reacdes feitas com fermento de p3c a regeneracfo da

coenzima, por esse método, 56 & efetiva para o MADH, pols a enzima
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ADH presente no Saccharomyces € especifica para o NA Wiaael
CUHsCHpO0H CHCOH CHgCOO0
A -
\H__r__./f h
-
/ ADH Al4TH
- Y
- N £
2 NAD(P) & NAD(P)H
J’i\\ ENZIMA /}
e o
g \
{
¥
2 ALCOOL 2 CETONA
Figura 102 Regensragdo da coanzima reduzida uLi.Li.za.hd.omse etanols
ADH .~ ALIDH.
VANTAGENS™® DESVANTAGENS Z®
o etanol £ barato sistema fracamente redutor
a ADH = 2 Al dUH possuem o acetaldeido produzido
alta atividade ezpecifica desativa muitas enzimas

o sistema redquer duas enzimas

a AldDH tem custo elevado

Figura 11: Caracteristicas do sistema stanol ~ ADH .~ AlLdDH.

42 sistema =~ Este se baseia na glicose-6B-fosfato
glicose-B-fosfato desidrogenase, sendo que o carboidrate funciona
como doador de elétrons. Este método funciona tanto para a
regenaeracio do Ngn+ como do NADF-+, porém o ion fosfato catalisa a

decomposicio do NADPH formadeo C(Fig.1:2D {245,461
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Figura 12: Regeneragdo da coenzima reduzide utilizando—se glico—
se—c-foasfate .~ glicose-o-fosfate desidrogenase. 7
1265,401

DESYANTAGENS

VANTAGENS 247!

o sistema neceszita somente
de uma enzima

a2 glicose-GB-Tosfato desidroge

nase & estavel e possul alta
atividade especifica

o Sistemé regenera tanto
+
o NAD como o NADP

o lon fosfato
decomposicio do MADPH

catalisa a

a glicose-G-fosfato deve ser
utilizada em quantidades
estegquaométricas

a glicose-B8-fosfato desidroge-—
nase & de facil manipulagio

a reaclo & irreverssivel

Figura 43: Caracterisiicas do
se-c-fosfate desidrogenase.

sistema

glicose-s-foafate

~ glico™
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Este sistema tem sido 'largamenta utilizado em escala de
laboratério. As vantagens e desvantagens oferecidas por seste estio
éumarizadc& na figura 13, =3

A adiclio de glicose ou outros carboidratos no melo
reacional tem sido fregquentemente utilizada como fonte de energia
para a regeneracio da coenzima reduzida em biotransformacdes

133,40,42) . L
Porém, estas

feitas com fermento de pio CFig.14>
biotransfor macdes podem ser levadas sem a adigio de qualquer
carboidrateo uma vez que o 5. cerevisiae possuil sacarideos sm suas
cdlulas, © gue lhe confere um certo poder de reducio. Estes

sacarideos, a partir da glicose-6-fosfalo, regesneram a coenzima

. 501
via pentose fosfato.
F !
ey T s % - -
CARBOIDRATO~. o~ HAB(F L~ ALCOOL
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.
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L—ﬂg(—ﬂg{}d
ra
E: COMPLEXC ENZIMATICO
E ENTIMA{S)

Figura 14 Regeneragdo da coenzirma reduzida pelo complexo

enzimdtico do Saccharomyces cersvisiae.

Quando se trabalha com a adicdo de carboidratos existem

(511
algumas desvantagens, a saber:
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a. para s obter um melhor rendimento qﬁimico é necesséario
adicicnar wvarias porcdes de aclGecar A suspensio briginal. A reacio
leva, freqgquentemente, mais de 48 horas;
b. devido a grande quantidade de massa envolvida, o sistema requer
um aparato volumoso & ¢ isolamento do produtoe envolve um trabalho
de extracio tedioso;
c. a fermentacio alcodlica do acticar promove a formacho de vArios
produtos laterais e um grande excesso de etanol € obtido.

Por outro lado, existem algumas vantagens na reducio
feita em auséncia de carboidrato: O
a. consegue-se obter um melhor rendimento quimicd em apenas
algumas horas a, aproximadamente, um dia; |
b. devido a menor quantidade de massa snvelvida, o sistema reciuer
um aparato pouco volumoso e © isolamento do produto envolve um

trabalho de extragloc menos tedioso;

¢. n3co hia a formacio de grande excesso de etanol.

I.2 -  ESTEREOSSELETIVIDADE EM  REDUCSES  ENZIMATICAS ou
MICROBIOLGGICAS |

Quando um catalisadeor agquiral se liga a um substrato
progquiral, contendo grupos ou faces enantiotdpicas ou
diastereotdpicas, formam-se estados de transic3oc enantioméricos
com =nergias de ativaclo e velocidades de formacfo iguais. Neste
caso ndo & observado qualquer selstividade = o produto & cobtido
como um racemato. Portanto, existem algumas condicdes que =Z%o
necessarias para gue uma determinada transformac3c ocorra com
esterecsseletividade, ou seja, ao substrate proquiral deve-se
ligar um catalisador quiral formando estados de transicio
diasterecisoméricos gque, por serem geometricamente diferentes,
diferem em energia = velocidade de formacio. A decomposicio destes
fornece enantidmeros em quantidades diferentes. 2 A magni tude da
diferenca de energia C&AG$, fig.18 ad) entre os estados de
transicdo determina a estercosseletividade, = qual & geralmonte

. . ; [35]
expressa pelo excesso snantiomérico (ee, fig. 13 bd.
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Suponha uma cetona com duas faces eﬁantiatépicaé 51 & Re
CFig. 18>, . a formacic  de dois estados de transicio
diastereol somnéricos ocorre porques & catalisador Cenzima -
oxidoredutase) pode-se ligar, c¢om igual probabilidade, as duas
faces do substrato Ccetonad. Quanto maior a capacidade da enzima
em distinguir uma face da outra, maior seri a enantiosseletividade

ebtida. Por oulro lado, se a enzima for incapaz de discriminar

entre as duas faces nenhuma erianti ossel etividade seri
[9%51 ’ :
obser vada.
"\\ "\
o do |
iaie A
T ~.
3 r“'f ™
h& e N ™
P %, !’t‘
K 5 g
| N
"~ \1.
's\ \‘.
".\\
\\ ,
ace 51
:) AT TITLIL ﬁ?’ﬁ?‘."}
ny = grupo grapde
L L
H = arninnp N
L, = ETUDG ESQHERG

Figura i1 Faces Re e 51 de uma celona hipotética.

Essa maior ou menor discriminac3o entre as faces pela
enzima estid associada ao veolume estérico dos substituintes no
carbono benzilico, isto &, os substituintes devem ter tamanhos
significativamente diferentes para que a discriminac3eo leve a
formacdo de dois estados de transic3o distintos, um dos quais deve
ser energeticamente mais favorivel. Neste caso, oz Alcoois

: o ‘ - ' 134,%3]
produzidos apresentario altos rendimentos épticos.
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Quando se trabalha cam célulés intactas, mais

especificamente com fermento de plo, os fatores que regem a
éstereoss@letividade s80 mais complexos, uma vez que uma ou mals
oxidoredutases podem estar snvelvidas na rea¢§o}3m Tem—se que:
- 12 caso: Se apenas uma oxidoredutase estiver envolvida, o grau
de estereosseletividade & uma funglo ~ da maior ou menor
discriminacio das faces 571 & Re do substrato; como fol descrito
anteriormente. havera, ent3o, uma competicio pelo mesmo sitio
ativo da enzima. ¥ ‘
- 22 caso: Se houver duas ou mals oxidoredutases competitivas
envol vidas no processcrproduzindo Adlcoois de configuracdes opostas
5% diferentes velocidades, como resultado seri obtido uma baixa
estereossel etividade; mesmo gus cada uma das enzimas envolvidas
estejam trabalhando com zalta seletividade. ™

No i= caso a estereosseletividade independe da
concentracio do substrato no meio reacioconal., porém no 22 caso
mudangcas na concentracio do substrato podem alterar o curso
estereoquimico do processo. Esta € uma forma de diferenciar entre
estes dois fendmenos. ob

Zih e colaboradores wverificaram que para reacdes de
reducdo de [3-ceto ésteres com fermento de pio, hd uma variac3o na
pureza o6ptica do &dlcool obtido em fungio de mnudancas na
concentracfio do substrato. Portanto existem pelo menos duas
oxidoredutases competitivas no fermento atuando oMo

] (575}
catalisadores.

I.2.1 - PARAMETROS QUE INFLUENCIAM NA ESTEREOSSELETIVIDADE DAS
REDUCSES VIA FERMENTO DE PZAO

Na wverdade a esteresoszeletividade de uma dada reducdo
pode ser alterada em funcio da razio levedura : substrato, bem
como pela forma como o mesmo € adicionado, isto €, ele pode ser
adicionado puro de uma s vez ou lentamente, ou mesmo dissolvido
em solvente organico C(geralmente etanol). 7%%7

De um modo geral, os par3metros que influenciam a

estereosselelividade numa reduclo bioldgica ja foram abordados em
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. ; - £373 : , k23l
itens anteriores. S30 eles: a temperatura » o pH do meio s

. ' ~ . (21,571
modificactes estryuturals no substirato s, Tamanho da cadeia ao

: [553 . s : o ‘ . 158,59}
redor da carbonila y imobilizacdoc do microorganismo

. r oo . . ey s 150,501 .
inibidores especificos, tais <como: Alcool alilico , mebtil

L. 154) P . (523
vinil cetona. , compostos carbonilicos &, A-insaturados 1]

o) C ek . o
Estes inibidores sico, multas vezes,

clorovacetato de etila
chamados de aditivos ou substratos suicidas; e wvem @ sendo
utilizados no controle estereoquimico de reducdes via fermento de
pio. Cada aditivo leva a formacloc preferencial de um dado

] . A LSO ~631
esterecisSmero.

TABELA 2
VARIACAO DO EXCESSO ENANTIOMERICO EM FUNCAO
DA CONCENMTRACAO DE GLICOSE NaA REDUCAO DE
o—CETOESTERES VIA FERMENTO

glicose, gl Ra, % 7| ee, % e

Q =5 > a7
33 =9 51
857 - i8 37
133 24 20
=00 =8 15

a RG = rendimente quimico;

b ea = excesso enantiomérico.

Como vimos anteriormente, reducdes com fermento de plo
podem ser feitas na presenga ou nio de carboidratos., Makamura e
colaboradores verificaram gue a concentracfo de carboidrato
adicionado influencia significativamente na estereosseletividade

obtida em reducdss de a—cetodsteres (Tab. BJ.WO}

i.2.2 - REGRA DE PRLELOG

Empregando—se oxidoredutases isoladas de Curvalarica

falcata, Prelog e colaboradores determinaram a estereogquimica de
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uma série de Alcools alifiticos obtidos pela reducio de cetonas
correspondentes. Da observacio de seus resultados eles formularam

a seguinte regra:

- S=2 A wcarbonila de uma cetona forem ligadcﬁs deols grupos
distintos, um grupo grande CGl) e um grupo peduenc CGs) y A
transferéncia de hidrogénie ocorreri pela face Re formands o

produto de reducldo indicado na fig. 17. 2

O TE I
| () H
| + A ail
— L . e -
;" ,_nj\“\.,_‘_ — oy I! T —
I 4 P e, _i\ i 4 _.»'-”-r S _q\
el (i) el 1L
Nl N N
S - e’
- mTITITGA ST AT
M — ULDVOWY GnANUD
4 ~ : %
Gy = GRUPO PEQUEND
Figura 17: Curso estereoquimico de biotransformacées de compostos

carbonilicos peta Curvalaria falcata,

A regra de Prelog & uma regra empirica e wvem sendo
utilizada para prever a configuracdo de produtos de reducdes
microbicldgicas por viarios pesguisadores, sendo que em multos
casos a esteresocquimica obtida € bem explicada por essa regra.
Porém, deve-se tomar cuidado ac aplici-~la a sistemas de c2lulas

. (2,2%5,04)
intactas.

I.3 — HECANISHMO GERAL DAS REDUCSES

Atraveés de estudos cineéticos, entre outros,
determinou—-se dque inicialmente forma-se um complexo binirio

CENZ~-NADCPOH). Este, por sua vez, pode complexar as duas faces
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enantiotdpicas (A e A' D do substrato para formar dois complexos
ternarios ¢ ENZ-NADCPH-A e ENZ-NADCPIH~A" > Em seguida, ocorre a
transferéncia do hidr‘ogéni.o formando-se oulros dois complexos
ternarios CENZ-NADKPY-R a ENZ-NADCPOI-5D) o0 quals se dissociam
para formar dois novos complexos biniarios CENZ—NADCP)*) e oS
produt.os livr‘és.- Finalmente, ocorre a dissociagclio destes (ltimos

complexos em ‘seus componentes C(EMNZ + MNADCP )+ 3> CFig. 185, [29’?5?

|
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’;Tf:
e S
t—
e
)
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L — LiLlma
' A 8] ot oum
A e A = FACES DO SUBGTRATO
Figura ta: Mecanismo de reagdo para reducdes estereosseletivaos coOmn

oxidoredutases dependentes de NADPMIH como coenzimas.

Bazesado neste mecani smo, tem—se L uma alta
enant.iosseletividade s4 pode ser observada se existir um répido

equilibrio entre os complexos enzimiticos:

(ENZ-NADCPIH-A  ————> ENZ—NADEIH-A)
>

Existem dois hidrogénios CH = HB) no anel

A
diidropiridinico gque podem ser transferidos da coenzima para o

substrato, =sendo gue ambos ocupam a quarta posicio no anel CFig.
193. Uma determinada enzima € capaz de ativar exclusivamente o HA

ou o HB , tornando estes dois  hidrogénios enzimaticamente

] 25, 65
diferentes. !

As desidrogenases que transferem o hidrogénioco H, (pré—-R>

A
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s8c chamadas de A-especifica, e as que transferem o HB Cpré-3) si3o

s o [&55]
as B-especificas.

Figura 40 Hidrogénios HA e HB que podem ser iransferidos de anel

ditdropiridirics para o substrato.

I.3.1 - UTILIZACAO DAS REACOES BIOMIMETICAS PARA SE INFERIR SOBRE
O HMECANISHMO -~ TRANSFERENCIA DO HIDROGENIO

Diversos estudos tém side feitos na tentativa de =se
elucidar © mecanismo pelo qual a coenzima NADH se oxida a NAD+,
isto &, como occorre a transferdncia do hidrogénic da coenzima za2o
substrato. Para tal, wvarios substratos ji foram submetidos a
reagctes com nmodelos de MNADM @2m diferentes solventes., Reagfes deste
[S55)

tipo sio chamadas de biomiméticas,

Os estudos, ja realizados, estio infraestruturados sobre

dados cindticos, termodinimicos e espectroscépicos. Porém, nem
todos os resultados cbtidos indicam o© mesmo mecanismo, o que
originou wuma grande controvérsia a2 esse respeito. Existe, no

entanto, a proposicico de tréz mecanismos principais: (a2 simples
tranasferéncia de hidreto - mecanismo het,eroliticom?’,. Cbd
transferéncia de elétron, transferéncia de prédton, transferéncia
de elétron Ce H e - mecani smo homol I Lico = Ced
transferéncia de elétron seguida de transferéncia de hidrogénio

- . . . LG5
Cee /H O — mecanismo homolitico ].
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No. entante, deve-se ter cuidado ao transpor{.ar os
resultados obtidoes das redugles bpiomiméticas Aas reducBes
biclégicas, onde as condi¢des de reacdo s3o diferentes. A prépria
escolha do substrato e do solvente podem influenciar o mecanismo,
isto &, dependendo da polaridade do solvente e da habilidade do
substrato em aceitar elé&trons ocorre um determinadeo mecanismo em

[69b,70) . . .
g E Jjustamente dJdevido a essas ddvidas

detrimente aco oulro.
gque & muito comum ao == ler um artigo sobre esse assunto encontrar
a proposicic de um mecanismo especifico, porém com resérv&s quanto
a este ser <conclusivo, 99l Um exempleo & o trabalho de Ohno e
colaboradores . Estes prbpuser‘am o mecanismo homolitico Ce ~H e 2
para a reducdc biomimética da a,a,a-trifluoracetofencna, porém
adni tem gue dependendo da habilidade da cetona em receber elétrons
o mecanismo poderia ser alterado para C@—/H"D.wab}

Tendo em vista que esse assunto € polémico, baseou-se
este estudo no irabalho de Tanner e Stein porque eles utilizaram
azs mesmas o—halcacetofenonas agqui empregadas para se inferir sobre
o mecanismo. As celtonas 2, 3 & 4 foram submetidas a reducdes com
NADH em presenca e auséncecia de uma oxidoredutase, Eles utilizaram
a Adlcoogl desidrogenasze do figade de cavalo ¢HLADMD. Como resultado
observaram due ora obtinham a acelofenona como produte ora a
haleidrina correspondente. Propuseram, ent3o, gque a acetofencona
aera obtida wila preocesso radicalar, enquanto que via processo

heterolitico obtinha~se a haloidrina CFig. =203,

0 0 0
I I I
,,"f.\"ﬂ-;_-' __."‘”‘. "-"\x ‘_.ﬁ"‘ F o _u-“x\_\ j{_.__- \1"-\_ - ""1 s 'ﬁ“‘\-\ ’_1’" -h"-.‘ -~ BI'
" "___%\‘ 1{. e [ f__.._\‘ ¥ R r— /"‘——"’ o e
ol Il {
'\. ‘\‘\_“_.4-" ,l ‘\- -’\.‘_ i .J L A __j
— ~— e
ey E
A e d 4.’
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1 PROCESSO HETEROLITICO

8] ? ?H
11 ’
PhCCH4,X + DNADH @——— PhCHCHL,X  +  NAD —_— PhRCHCH, X

HALOIDRINA

2. PROCESSO HOMOLITICO — RADICALAR

1) 0
I N {
PhCCHZX  + NADH COU NAD' > ———  PhCCH,X

i i
PhCCHX  ———  PhCCH,™  + X

0 | 0
H . H
PRCCH,” + NADH ———  PhCCH; =+ NAD

Figura 20! Equemas dos processos heteroliticos e homoliticos para

a reducfio de G~haloaceloferonas com NADH.

Quando as a-haloacetofenonas foram zubmetidas a reduclo
com NADH na auséncia de HLADH. =les cbhsservaram somenhte a formacio
de acetofenona. Por outro lado, quando a reduclo fol feita em
presenca da enzima, as cetonas 2 e 3 formﬁram a haloidrina
correspondente, enquanto que a cetona 4 forneceu somente a
acetofenona. Destes dados, Tanner e Stein concluiram que o NADH €
o responsavel pelo mecanismo radicalar, engquanto que a presenca da
enzima &€ responsivel pelo mecanisme com transferéncia direta de
hidreto. Porém, este =& & capaz de competir com © mecanismo
radicalar se a celona gm questdo possuir uma reatividade baixa A
moderada. Cetonas altamente reativas reagem preferencialmente via
pProcesso radicalar. ™™

Como as reagdes feitas com HLADH forneceram o produto

heterolitico, Tanner e Stein sugeriram que as reacdes enzimiticas
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- . , - £4%5)
devem ocorrer via transferéncia direta de hidreto.

Wu e Houk publicaram, num trabalho mals recente, Jque
reacdes com desidrogenases dependentes de NADH geralmente envolvem
transferéncia direta de hidreto. Este resultado se baseia em
cadlculos tedricos e experimentais das caracteristicas geométricas

v e . 15551
da estrutura de transicio destas reacdes.

I.4 - FERMENTO DE PAO (Saccharomyces cerevisiaed

o fermento de p3o tem-se mostrado uma poderosa
ferramenta na obtencic de &dlcoois quirais, os quais vem sendo

utilizados como precursores de compostos naturais biocleogicamente
[36,74)

-

ativos de grande importincia. Un exemplo de seu potencial &
a sintese da (+2-Brefeldin A; composto com vasta aplicabilidade na
Area farmacolégica. A sintese total deste contendo uma etapa
bioldgica wvia fermento de pio diminuiu em 10 etapas a sua sintese
convencional. w2

A preferéncia pelo fermento de pio =Y outros
microorganismos pelos quimicos orginicos sintéticos deve~se ao
fato deste ser barato, versatil, de facil manipulaclo e aqui siclo
2 de ser capaz de reduzir uma variedade de eetonas n3o
naturais. 2079 outre fator, & que o3 resutados obtidos em
reducdes wvia fermento de plo possuem boa reprodutibilidade desde
que as condigdes de reaclo sejam rigorosamente contreladas. Isto

ocorre mesme gquands o fermesnto & proveniente de diferentes

, [35,73) . ” 2

fabricantes. Porém, a reducfo com fermento de pdo nem ssmpre
origina o alcoonl de configuragio desejada num SNCESSo
ehantiondrico satisfatdrio. Isto ocorre devido a presenca de

varias enzimas que podem catalisar a reducio surgindoe, entio, a
. . (501 .
necessidade de um conitreole esterecoguimico. Entretanto, devido
as vantagens oferecidas pelo fermento de pio, os pesquisadores, de
um modo geral, preferem farer modificac®es nas condicdes de reaclo
para melhorar a estergosseletividade ao invés de utilizar outros
. B [GO, 4]
microorganismos,
As leveduras, de um modo geral, podem crescer a vArias

faixas de temperatura, porém a maioria das espédcies tém um bom
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crescimento de B a 37°C, sendo que apreSentamvum crescimento Stimo
a 28°C, aproﬂmadamente. Particularmente, para o 5. cerevisice a
faixa de =28-35°C é onde a velocidade de crescimento & Stima,
Temperaturas mais altas C(prdéxima de 40°C) diminuem drasticamente a
viabilidade das suas cél ulas. o7
o] pH do meio também influencia no crescimento das

leveduras, entretanto a maioria delas s30 relativamente tolerantes
a uma larga faixa de valores de pH. Para a maioria das espécies o
pH étimo para o crescimento varia de 4,5 a 6,5, (o= |

Outro fator que afeta o crezscimento das leveduras € a
concentragfio de etanol no meio, sendo a toleridncia ao etanol
dependente do género e linhagem. Entretanto, o etanol em si parece
nic ser o responsavel pelo efeito nocivo mas sim o metabolismo
deste, o gual proporciona a formacfo de acestaldeido. Portanto, a
"tolerincia ao etanol’ esti diretamente associada ao acimulo de
acetaldeido nas células do microorganismo. Shedit

A presenga de acstaldeido acima de um certo valor limite
causa a inibic3o de todas as funcdes celulares e £ tambédm, como
outros aldeidos, um agente bactericida. Dentre os aldeidos, o
formaldeido e o acetaldeido s3o os mals téxicos. Este tltimo,
quando em excesso, tamb&ém promove o desequilibrio nas quantidades
e NAD+ e NADH. o gque resulta na inibiglo doz sistemas
respoensivelis pelo seu consumo., Felizmente, © 5. cerevisiae possui
uma alta btolesrincia ao etanol devido a elevada capacidade de
difus30o do mesmo em suas celulas, © que evita o actimulo de
acetaldeido. o7 ‘

Sabe-ze que muitas enzimas estio presentes na levedura,
sendo que mais de 1800 destas est3o cataleogadas no Handbook of
Enzymes. Apesar de virias centenas destas enzimas ji terem sido
purificadas, infelizmente existem poucos trabalhos onde os
resultados com enzimas isoladas s3o compararados com os oblidos
via c&lulas intactas, deste modo tem—se, ainda, muito a aprender
sobre as condicdes e atividade especifica das reacdes com fermento
de péo.tam Alguns pequisadores isolaram algumas oxidoredutases
(78}

visandeo, justamente, essa intencio.

Apds o isolamento (5] purificac3o das enzimas eles
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determinaram algumas caracteristicas destas ’f;ais como: infludncia
do pH e da temperatura, estabilidade t,érmica-, peso molecular,
agentes inibidores ou estimulantes e constantes cinéiicas, entre
outros. Analisando estes dados, eles foram undnimes em concluir
que estas variidveis s3oc importantes no controle esterecquimico e
no entendimento de como =ste ocorre. A exemplo, Nakamura e
colaboradores isolaram 4 oxidoredutases e determinaram as suas
estabilidades térmicas e as atividades em funcd3o do pH e da
temperatura, construindo graficos que dio informacSes
imprescindiveis no controle do curso estereoquimico por mudancas

nas condigcdes de reaclo (Fig. 21,22 e 33).[78‘3

ATIVIOATHE BELATIVA (%)

Figura 24: Efeite da temperatura na atividads enzimdiica.
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Figura 22: Efeilc do pH na atividade enzimdlica.
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Figura 23: rstabilidade térmica das enzimas.

Outra informacio muito interessante & que todas as enzimas
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isoladas por estes pesquisadores utilizam preferencialmente o

. 78] :
NADPH como cCcoenzima, sendo que uma delas tem, inclusive, a sua

atividade inibida na presenca de 0,2 mM de NA[]H. t78ad

Resultados como este s3c muito importantes na escolha do
sistema gue val promover a regeneracio da coenzima numa
biotransformacio via fermente de pdo. A saber, ¢ sistema
formiatosFOH € incapaz de regenerar o NADPH e, portanto, é incapaz
de promover uma biotransformac3o continua de reducdes que utilizem
enzimas dep=ndentes desta coenzima.“m l

E wonclusivo, sentio, a importincia dos resultados com
enzimas isoladas no entendimento e aprimoramento das reacgdes via
células intictas.'™ Entretanto, & baﬁg ter em mente que estes
resul tados podem nic ser quantitativamente reprodutiveis aos

. . , . . . 178c)
obtideos tn wive, mas sim qualitativamente.
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OBJETIVO

Reducfies assiméiricas de algquil fenil cetonas 'Qia
fermento de pio formecem Alcoois opticamente ativos que podem ser
usados como precursores de moléculas quirais maiores de grands
importincia como, por exemplo, as ariletanclaminas. Sendo assim,
eate trabalho tem como objetive a reducio de algumas cetonas deste
tipo por fermento de p3o, inclusive as «a-halogenadas, visando
determinar gual substrato possui um melhor comporitamente durante a
reducio, isto €, gqual mantém um melhor compromisso entre os
rendimentos quimicos e dépticos. E objetivo, também, determinar
quanto tempo de reaclo ¢ requerido. Para tais propostas foram
testados & comparados trés procedimentos diferentes. Consideracdes

mecanisticas foram abordadas gquando necessario.



CAPITULO II
RESULTADOS E DISCUSSAO

1I.1 -~ ESTUDO DA REATIVIDADE DAS CETONAS

Inicialmente foram realizadas Dbiotransformacdes de
algumas cetonas proquirais via fermento de - pio para se verificar
quanto tempo seria necessario para gque a reducio ao Alcool fosse
completa. Estas reducdes foram feitas por dois métodos: (A em
presenga de aglcar e (BY em auséncia de agdcar (vide p. 868 —~ ©9).
Para tal, aliguotas foram retiradas do meio reacional e preparadas
para anilise de RMN'H, Através da integracio e quantidades de
prétons referentes a cada pico no espectro fol possivel determinar
a relac3o alcool-cetona no tsmpo em que a aliquota foli retirada,
acompanhando—s& © progresso da reagio (Tab. 1 e 22

Das tabelas 1 e 2 pode—-se observar que a a-cloro 3 e
a-bromoacetof enona 4 s30 substratos mais reativos que a
acetofencna B & a propiofenona 6 pelos dois métodos. Uma maior
reatividade por parte das cetonas halogenadas j& era esperado em
relac%c as nfo halogenadas, uma vez gque Jgrupos retiradores de
elétrons ao lade da carbonila devem aumentar a reatividade

14,23
desta.

Porém, isto n3o significa gque toda cetona tenha
reagido para formar o adlcool desejado, pois ela também pode ter
sido consunida em reacdes laterais, como sera visto mais adiante.
£ interessante notar gque empregando-se o método B, na tabela 2, o©
substrate 3 fol totalmente consumide em 2,7 horas de reacdo,
enquanto que o substrato 5 levou 48 horas.

Pode—se observar também que todos os substratos s3o

consumidos mals rapidamente quando a reacfo € feita na auséncia de



acdcar.

RESULTADOS E DISCUSSAO -~ 49

.[Lll | | HU \"‘\H
TN KV/K - AT >\va-
lf if“\ { FIRMENTS DE PAD [ ah [

!,jv),! 36°C (u).
Ny~ k\vff
3 ¥=(1 :_T_ X=Cl1
4; ¥=Br 8: ¥=Br
5. X=H g: X=H
e xr rar 0. X=CH
6. X=CHa 10: X=CHq
TABELA 1
RELACAO ALCOOL/CETONA MEDIDA DURANTE A REACAO
DAS CETONAS COM FERMENMNTO DE PAO
UTILIZANDO-SE O METODO A°
Alcool ~ cetona
Tempoe de reacio ~h
CETONA & 24 48 72
3 4,9 4,9 4,0 —
4 1,5 >19 ——— e
5 0,16 0,27 0,43 ————
6 <0,05 o, 08 0,21 0,23
a Métode A: com adigdo de aclicar
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I() : T
l.l oo, H
0 X al “\ .K
N N - AN L
{ ;”“\J FERMENTO DE P40 ( /j
Ny 30°¢ L\
T . e
3: X=Cl 7 X=Cl ‘
:. 'lf.......'l")..., . 2T
4. ATOY S T asa
5 X=H §. X=H
‘:\_ r TY 1{—}: —-’:(f i
6 X=CH; — <Ha
TABELA 2
RELACAO ALCOOL/CETONA MEDIDA DURANTE A REACAO
DAS CETONAS COM FERMENTO DE PAO
UTILIZANDO-SE 0 METobo B '
Alecool ~ cetona
Tempo de reaclo ~h
CETOMA 2,7 4 24 A8 72
3 >19 —_— >18 — _—
4 1,1 519 >19 ——— ——e
5 0, 35 ——— 1,7 2,7 ——
6 <0,05 ——— 0,23 0,36 1,4

a métode B: gsem adigdo de aciicar

IT.2 -~ REDUCAC DAS o~HALOACETOFENONAS PELOS METODOS CAY, (BY E
CCO

As o—f1luor, a—cloro =] a—broncacetof enonas foram

reduzidas por fermento de pio fornecendo como produto de reagcio as
correspondentes (-3-(R)-2Z-halo-1-feniletanol obedecendo, portanto,
a regra de Prelog levando-se em conta que o grupo ~CgHg € maior
que © grupoe —CH,X Cintroducio, p.31).

Os rezsultados obtidos das biotransformac®es via fermento



de pioc das

sumarizados'ﬁa tabela 3.

a—hal cacetof enonas

pelos
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métodos A,

REDUCAC DAS o-HALOACETOFENONAS VIA

O
- HO o y

P £ AN i
- S -
a | FERMENTG DE PAO Ir; e ~
[ 30°¢ AL/ .
~ T

2 X=F 12: X=F

3: X=Cl 71 X=Cl

4 X=B8Br 8; X=Br
11: X=I

TABELA 3

B e C estio

FERMENTO DE PAO

R e S e
S h quimica ~ X% o o o

= Fe A 48 44 -50,8° CRY Q5 3,3

E° B 24 67 ~51,7° (R o7 e
I A 48 36 -43,3° (R 90 7,4
3| ci B 24 74 ~39,3° (R 8= ——
| ) C 4 84 -21,1° (R 44 4,5
- Br A o5 9,1 -38,2° (R 93 ———
4| gBr B 24 7,8 -39,7° (R o7 -
— Br c 4 10 ~36,90° (R 1o tracos
11 1 B =24 ndc se obteve iodohidrinad
a métode Ar com  adigdo de aglcar, método B: sem adicdc de acticar
=Y método c: substratloe digsolvido &m etanol, sem adicéio de aglicar;
b baseado noas rolagdes espec ificas obiidos na Li.teraturam"u; c
referénci.a.m]; d o produtos isolados foram acetoflenona 5 {5756

. 25
e (-~(Si-1-Teniletanol O (agzss, EOOD

L=l
~ 33,3 .,
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Da tabela 3 pode-se observar que os compostos 2 e 3
apresentaréﬁlum rendimento:quimico sempre superior quando a reacio
foi feita em auséncia de aclcar, apesar do tempo de reacio ser
menor. Estes resultados concordam com o trabalhe de Torre e
colaboradores que diz gque em redugdes feitas sem acglcar
consegue-se obter um melhor rendimento quinmico em menos tempo de

- ] .
reacio. : .

Porém, os rendimentos quimicos obtidos na reduclo do
substrato 4 foram sempre muito baixos, independentemente do método
smpr egado, Como somente tragos da cetona 4 de partida foram
recuperados, Suspeitou?se que esta poderia ter sido consumida por
reagdes laterais durante o processo. Entretanteo, n3o podia-se
descartar a possibilidade de ser a bromoidrina 8 formada quem
estaria sendo consumida por vias l&terais.'Para descobrir qual das
duas hipdteses & a correta, fez-se um experimentso no gqual um grama
de bromoidrina racémica, previamenie preparada, foi adicionada i
uma suspensio de fermento de p3o em Agua onde permeneceu por o4
horas. Findoe este tempo, recuperou-se 98% da bromoidrina
adicionada, demonstrando que deve ser a cetona 4 que & consumida
por vias laterais durante o processo

Por Qutro lado, poder-se-ia imaginar gque o substrato 4 &
reduzido dentro da célula do microorganismo e, uma vez convertido
ao produto, este ndo teria permeabilidade 2 membrana celular n3o
pedendo  ser, posteriormente, extraido durante © processo de
extragcio com clerofdérmio. Decidiu-se, entéo; Tazer a plasmdlise
das células antes do processo de extrac3o. Porém, foi isolado
somente 12% do produto 8. Este resultado nos leva a concluir que
€, realmente, a cetona de partida quem deve ter side consumida por
reacdes laterais, como foi dito anteriormente. Apesar do baixo
rendimento  quimico observado noz trés métodos empregados, o
produto 8 foi isolado em altos rendimentos Spticos.

Com respeito a oa~iodovacetofencna 11 é interessante nobtar
gque ao invés de ser obtido a iodoidrina 13, foram isolados a
cetona 5 e seu respectivo produte de redugio 8. Houve, portanto, a
substituicio do halogénio pelo hidrogéﬁio durante o processo. Esta

substituicio esti relacionada com © mecanismo envolvido naa
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reducio, como seri visto no préximo item.
Estes resultados originaram uma publicac3o em revista

. 51
internacional.

IT.2.1 -~ MECANISMO DAS REDUCGES DAS o-HALOACETOFENONAS

A questio chave quanto aoc mecanismo de biotransformacdes
deste tipo & saber como a transferéncia do hidrog®nio entre a
coenzima e o substrato ocorre. Como foi citado na intreduc3o,
existe uma grande polémica a esse respeito, por issc esu  vou
discorrer sobre esse assunto baseando—-me nos trabalhos de

(3,71 P ;
= colaboradores por ser esse © gue mais se aproxima

Tanner
deste trabalho, uma vez gue eles também utilizaram o sistema
ag—halocacetofenonas para inferir sob.re o mecanismo.

Em Sintese, Tanner e colaboradores determinaram gque as
a~haloacetof enonas  podem reagir por dois mecanismos diferentes:
Cid> mecanismo com transferénecia direta de hidreto 2 (ii) mecanismo
com transferéncia de elétron Ce- .~ H ~ e-d. A representacio
destes mecanismos jad foram apresentadas na introduclo (p.353. ©
mecanismo C€id, chamado de heterolitieco, fornece como produto a
haloidrina; = © mecanismo (11D, chamado de homoiitico, fornece
como produto a acetofenona. Este ssgundo mecanismeo € radicalar e
nele ocorre a perda do halogénio. .

Tanner e Chen tambdém investigaram a possibilidade da
reducdc ocorrer por transferé&ncia direta de hidreto no carbono 2
via SN2 ac invés do processo homolitico, Porém, eles descartaram
essa hipdtese ao observar gque as reacdes eram inibidas quando
feitas em presenca de pequenas guantidades de um capturador de
radicai=s, no caso o m-dinitrobenzeno (m—-DNB). Por outro lado, os
rendimentos quimicos das reacdes eram significativamente
supericres quando feitas em presenca de um iniciador de radicais
Cdi—t-butilperoxioxalatod, ™

Voltando a tabela 3 (p.51), pode-se observar gque as
redugdes dos substratos 2, 3 e 4 forneceram como produtos as

respectivas haloldrinas, enguanto que o substrate 11 forneceu a

cetona 8 e o alcool 9; este Glitimo € provavelmente produtoe da
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-0
JL [ H{) “¢H A}lOSﬁH/I
A ~ > i
@T ‘JQ l:’l"‘ @f + + Lr‘i-—-’}J
- m-DNB g 13

7P / 200

-~ 4, o _ . =
iy ~ (g FE = FERMENTD DE FAD
() + {0
T R ~ 0

TABELA 4

REDUCAC DA o—IODCACETOFENONA VIA FERMENTO DE PAO
NA PRESENCA E AUSENCIA DE m-DNB®

PRODUTOS
i Li Rendi to
PhCOCHRT AT Live | b oty | PREHORCH, | PRCHOHECH I 25 |REDAimen
N o e f ol dptico
oA - P
P
11 — ) 57 32 = - ——
11 m—DNB g,2 - 15 ~34,0 87 °
a reacic feiia sem aglicar (métado B num . tempo de 24 horag; b
caleulado com base no valor da rotacdo especifica do derivado

L ) (23]
Sxido de estirenc

reducdc da acetofencna obtida no prépio meio. Comparando-se estes

resultados com oz obtidos por Tanner e colaboradores, conclui-se

que os substratos 2, 3 e 4 foram reduzidos preferencialmente pelo

mecanismo heterolitico. Por outro lado, para investigar se o

substrate 11 fol reduzido por processo homolitico ou por uma Sn2,
nés fizemos uma nova reduclo de 11 com fermento de p3oc em presenca
de m—DNB. diminuigcio

observamos a na

também,

Como resultado nio sé

da
iodoidrina CTab. 43.

formacio acetofenona como, conseguimos isolar a

Estes dados parecem estar de acordo com o
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mecanismo homolitico.
Como o valor da rotacl8o especifica da iocdoidrina n3o foi
encontrado na literatura, o rendimento dptico foi calculado com

base no deri vado dxide de estireno correspondente CTab. 4D,
I1.3 - REDUCEO_ DA PROPIOFENONA 6 E DA o-BROMOPROPIOFENONA 14

As cetonas 6 e 14 também foram submetidas a reduc3o
miecrcbioldgica com fermento de pi3c em presenca e auséncia de
acidcar. 0Os resultados destas biotransformac®es estio sumarizados

na tabela 5.

0
)i o, 3
I S AN s
ey T SEDUTETA RE DA it “T/
' 'r" \ f i CELBEIMIT L] Prih [Myf - ‘ ‘J" '}I" t
Y £ i 14
L\:ﬁ .’.J X a0 v L“-:__:Q :{
6: X=H 10: X=H
1*—;:. u=Er ;‘E: KmBI‘
TABELA D

REDUCAO DA PROPIOFENONA E DA a—BROMOPROPIOFENONA
COM FERMENTO DE PAO

X PHCOCHCH.
PhCOCHCH | M&todo | Tempo de|  PhCHOHCHCHg :'t
)F{ a r?aiao Rendimento F ol 2o Rec 4q
quimico % D cuperada <%
EI H A 72 7.1 ~37,4°¢5° 58
H B 72 26 -28,0%¢5° 21
114  Br A o6 — J— o
a lﬁétodo A com adigdo de agicar o método B: sem adigdo de
agticar; b a rotaclo especifica da Litaratura & :ou:.s +:—34,Bo,
sendo que o rendimento éptico ndo foi caleulado uma vez que ]

- s E20]
autor ndo especificou o greu de pureza.
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Da tabela 5 pode-se observar que © rendimento E:;uimico
caiu significativamente quando o composto 6 foli reduzido em
presenca de aglUcar. Este resultado & semelhante aos obtidos na
reducio das a~haloacetofencnas, o© qual vem de encontro com o©
trabalho de Torre'S e colaboradores. Por outro lado, a rotac3o
especifica de 10 é maior quando o método A é empregado.

A redugioc da o~bromopropiofencna 14 n3o foi  bem
sucedida, j& que o respectivo preoduto de redugdo 15 ndc foi obtido
e a cetona 14 de partida n3o foi recuperada. Fazendo-se uma
analogia com ©s resultados cbiidos das biotransformac®es da cetona
4, suspeita-se que o ‘substr‘ato 14 titenha sido completamente

consumido por reacdes laterais.
IXT.4 - REDUCAOC DA ACETOFENONA 5 PELOS METODOS (A3, (B E (O

Os resultados obtidos das bioctransformacdes do substrato
5 via fermento de pio pelos métodos A, B e ¢ estic sumarizados na
tabela B.

Da tabela B, o gque chama a atenc3oc nos resultados
obtidos € a drastica reducdo no rendimento dptico quando a reacBo
€ feita na auséncia de aclcar e de sulfato de zinco, seja pelo
método B ou C. Essa grande diferenca nos rendimentos épticos &
observada, multas vezes, quando se trabalha com ecédlulas intactas
onde os faltores gue regem a estereosseletividade s30 nuito
complexos, wuma vez que ndo se sabe quantas oxidoredutases podem
estar envolwvidas no processo. Nos experimentos B e €, a perda da
estereosseletividade pode estar relacionada com o fato de
existirem pelo menos duas enzimas competitivas de preferéncias
estereoquimi cas opostas catalisande a reduc%o do substrato 5

. or 114,42,431
nessas condi ofes de reaclo .

Entretante, gquande a reagio &

feita em presenca de aclcar e de sulfato de zinco somente

alzsd enzimalsd responsavel pela producio do alcool

{(~3-(55-1-feniletanol consegus manter sua eficiénecia catalitica.
Como no método A foi adicionade sulfate de zinco,

diferentemente do método B, decidiu-se fazer novamente a reducio

de B pelo método A, porém sem a adi¢3o de sulfate de zinco para
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investigar se este era responsidvel pelo aumento significative da

enantiosselet i vidade da reac3o. Esta hipdtese foi levantada por

acreditar—se que este aditivo seja fundamental na ligagdo do

substratso aoc sitio ativo da enzima,
£14,1%)

ajudando a controlar © curso

Entretanto, o rendimento &ptico
obtido
AP,
agGcar

tal,

estereoquimico .do processo.
obtide desta reducSe & somente ligeiramente inferior ao
quando em presenca de sulfato de zinco (Tab. 6, métodos Ae
entio, o

da

Decidiu-se, investigar se era o

Para
de

responsavel pelo aumento enantiosseletividade.

fizemos novos experimentos wvariando-se a proporcio aclcar

adicionado em relagldo a quantidade de fermento e comparamos os

resultados.

o
I HO, H H, .OH
e g FERMRNTD ’#jélkfﬂ AN TN
f-{'_ef“-._’ ; \...'.L.la IE -}!E} { "-'—H"\‘ I ULJ.S _;_.I.J.SC fm\:]
Ny 0C M) | )
e S e
fnl f
0 9 16
TABELA © .
REDUCAO DA ACETOFENONA VIA FERMENTO DE PZO
PhUHGHCH, 5
a b 1
Matodo | Adi tivo |Rendi mento 25 Rendimento PhCOCHg
P - el et s -, | Recuper ada
quimico ~ % D Splico X %
A [|ZnS0, 20,5 ~44,3° (5D 89 45
A’ —— 21 ~-40,8° €5 82 50
51 g — &6 +1,50°CR 3 19
c ——— 50 ~1,44°¢5> 3 20
a Tempo der reagdo: 48 horas, Método A com adi¢cdo de acldcar,
Métodoe : H sem adigdo de agdicar o método [aid substrato dissolvido am
elanol, sem adigdo de aglicar; b Baseado na rotacdo especifica da

. (441
iitteratura.
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IT.4.% ~ ESTUDO DA VARTACAD DA ADICAO DE ACUCAR
Na tabela 7 estioco sumarizados os resultados obtidos das

biotransformacdes do substrato 5 via fermento de p3o & varias

propor¢des de  aglcar. Para facilitar a comparagio dos dados
obtidos, alguns resultados da tabela 6 estio incluidos.
0 o
I HO, H H, .0H
v ‘2,
™ P . e o PN
N T FERRENT e T ~
{’.f-“"" \,' ‘ uﬂa 12 Pap r’“‘\ i Cha H3C
3 EEE\YS
\\"ﬂ;r‘,f \"u_d'f{ W
- .
O 9 16
TABELA 7
REDUCAD DA ACETOFENONA A VARI AS PROPORCSES
DA RAZAC ACUCAR-FERMENTO
PhOHOHCH 4 . 5
Mét odo Acdcar ) i
¢ }og l Rendi mento Rendimento] PROOCH. ~74
a Fermento . 25 | 3
guimico [ al o Sptico ~% |Recupsrada
A 0,48 20,5 -44,3° (5 8a 48
B 0,03 41 -42,9°% 87 33
5 0,015 48 -45,2° ¢ o1 11,5
n 0, 003 60 -6,59°C5) 13,8 o]
8 —— 66 +1,50°CR) 3 19
C 0,018 45 -31,2° (5 63 22
a Método Al com adigio de acglcar, método n: som adi¢lo de aglicar
=3 método o aubstrato dissolvido am etanol, sam adiglo der agliaar;

{141

B bassade na rotagdo especifica da literatura .

Analisando~se os resultados da tabela 7 fica evidente
que & presenca de uma certa guantidade de aclcar no meio reacional
isto

& fundamental para que se obtenha um alteo rendimento Sptico,



RESULTADOS E DISCUSSAO - 59

é, a quantidade de acicar no melio parece influenciar a
enantiosseletividade da rezcio. Baseando-se nestes resultados,
suspeita-se que © acticar, ou produtos da degradac3oc deste, deve
funcionar como substrato suicida inibindo alsd enzimalsd
responsavel pela producdo do Alcool C+dY—CRY~1~feniletancl 16
controlando-se, assim, o curso estereoquimico da reacio.

Note também que existe um compromisso entre’ os
rendimentos gquimicos e bdpticos, isto &, com a perda da
enant iosseleti vidade aumenta—se © rendimento quimico, Esse
compl omi S50 VEem reforcar a idéia de gque existem pelo menos duas
enzimas competitivas atuando como catal isadores na redugdo. Porém,
foi com a relac3o acticar ~fermentc em torno de 0,018 que s
conseguiu manter um melhor compromisso entre essSeS rendimentos.
Nakamura e colabcradores“dj obtiver.am um resultado semelhante,
porém oposto, na reducic de (f-cetoésteres. Eles observaram uma
diminuic¢io na enantiossel etividade da reacio em funcio do aumento
na concentrac¢io de acdcar no meio reacional. No entanto, oS
rendimentos guimicos seé mantiveram aproximadamente constantes
Cintrodugdo, Tab. 2, p. 30).

£ interessante notar que a relacio acgtcarsfermento igual
a 0,018 representa apenas 3% da quantidade de acdcar normalmente
adicionada. Nessas condicdes fol possivel obter o melhor
rendimento optico acompanhadoe de  um significativo aumento no
rendimento quimico. Acredita-se que a alta concentracio de acdcar
existente neste Gltimo experimento, seja a reéponsével pela queda
no rendimento, uma vez que & degradacio deste forma acetaldeido e
este, por sSua vez, reage com a coenzima C(NADCPDHD numa via
principal do metabolismoe da leveduraj coenzima esta necessaria a
reducio da cetona ao Alcool. (introducio, Fig. 14, p. 253.

Entretanto, quando a reacioc foi feita em presenga de
etanol, mesmo com a razio “Stima' de 0,015 sendo mantida, o grau
de pureza do s3lcocl 9 caiu sensivelmente, apesar do rendimento
quimico se manter aproximadamente constante. Por outro lado,
quando a reacio foi feita com a razfo 0,003 de acticar por fermento
n3o foi mais possivel manter ‘uma boa enantiosseletividade,

indicando que hi uma concentracio minima de agdcar necessaria para
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que haja o controle esterecguimico. © grafico 1 pode melhor

ilustrar estes resul tados. -

. 100 i
g :
8 5
%g Si N
o 5
£y 3
[ B 1Y L .
E 3
(3]
[ -
) 3
ok N E— — v
0,015 0,03 0,48
ACUCAR{g) / FERMENTO(g)
o / rendimento quimico
* / rotagio especifica
grafico 1: CUT VLS de rendimento quimico ) rotagde especifica v

aglicar ~ fermento. -

I1.4.1.2 - REDUCAD DA o-CLOROACETOFENONA VIA FERMENTO DE PO NA
RAZAD ACUCARATERMENTO = 0, 015

Os reszulitados obtidos na reduclo da a——clorcacetofenona
com fermento de pio pelos métodozs A (rendimento 36%, [cﬁis —43,303
e B (rendimento 742, Ea]zs -39,37 apresentaram o mesmo padrio de
comportamentoe observade na reduc8e da acetofenona, isto &, a
mnudanca do méLodo A para o B causou um aumente no rendimento
quimico acompanhado de uma queda na enantiosseletividade. Devido
esta semel hanca de comportamento a a—cloroacetof enona froi
submetida a um experimento utilizando-se a pProporgic
aglGecar fermento otimizada para a reduclo da a-:etofenona.

Como resultado observamos que, em relac3c aoc mdtodo A,

houve um aumento no rendimento quimico (59%2, porédm o grau de
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pureza ©oéptica caiu sensi velmente em relacl3co aos dois métodos
25 .o . . . .s

Cledd D"’ -28,1 0. Desta forma, conclui-se que € necessario um

estudo, a parte, da variaclo do aglcar para a reducdo da

a—-cloroacetof enocna visando uma possivel obtimizacio.

iI.4.2 - ESTUDO DA VARIACAC DO pH NA BIOTRANSFORMACZAO DA
ACETOFENONA :

Sabe-se que o pH influencia a atividade catalitica de

uma dada enzima podendo aumenti-la, diminui-la ou mesmo inibi-la
17,481 .

completamente. B possivel, entio, controlar o) CUrso
estereoguimico em func3oc deo pH. Sonnleitner e colaboradores,
estudando a reducio de f~cetodésteres pelo Saccharomyces

cerevisiae, observaram que em pH 2,28 as produtos de reducdo

. g (4]
apresentavam um miximo de pureza Sptica (Tab.8).

TARBELA 8
REDUCAO DE f-CETOESTERES A VARIOS VALORES DE pH

pH ea (%

) E— &9
2,2 =
2,3 o1
3,0 89
5,0 88

¢

Como a cetona 5 mostrou um comportamento sensivelmente
diferenciado perante os trés mdtodos de reduglo empregados sendo
os resultados obtidos fortemente influenciados pela guantidade de
acticar, decidimos investigar s2 o pH do meio também tLeria
significativa infludncia no curso esterecquimico da reaclo. Para
tal, a cetona 5 foi submetida a reduclic microbioldgica com
fermento de p3o em pH controlade = os resultados mostram que o©
mesmo realmente influencia na estereosseletividads da reduclo. Os
resultados est30 sumarizados na tabela 9.

Da tabela 9 note gue em: pH 4,5 e 8,0 foram observados

graus de pureza dptica menores em relaclo aos cbtidos em pH 3,0 e
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5,0. Parece que nestes dois Gltimos valores de pH als> enzimalsd
que produz o 4lcool C+>-CRY 16 nio conseguiu manter sua eficiéncia
lado, 4,85
destalsd

Por outro em houve um aumento

pH

catalitica

catalitica.

significativo na eficiéncia enzimalsd,

-

reduzindo o rendimento dptico de 83-86 A 14%.

Q

¥ -HO, H H .OH

| N R
e x“(ﬂ _ FERMENTG u I{-F‘;H”HHR i::?
Il, ‘}J i rpm l/f' j ~+43 _I_* 3w (@
S T30 1
S ‘ _ \\¢ _ ‘x\

2 9 16

TABELA 9

REDUCAO DA ACETOFENONA

EM pH CONTROLADO®

PRHCHOHCH, 5
pH Rendimento [e]25 Rendimentob PRCOCH,; ~%
quimico rd % D éptiCO -+ Recuperqdq
3,0 15 ~-41,1° ¢ 83 45
4,5 30 -5,89°% ¢ 14 26
65,0 28 -42,8° (s 86 27
8,0 23 +4,08%CRD 8 17
a m&todo sam adigdo de aglcar em 23 horas de reacdo; -3
.o . . t141
na roiaglic especifica obtida na literciura
E interessante notar que, em pH 8,0, as

envolvidas durante o processo conseguiram manter suas eficiéncias

cataliticas aproximadamente

rendimento oOptico da reacio.

lguais,

Por outro lado,

abai xando

sensivel mente

poder —se-~ia imaginar

o contririo, isto €, que as atividades cataliticas das enzimas
envol vidas teriam side diminuidas numa ordem de grandeza
aproximadamente iguais. Porém, para gque essa hipdtese

enzimas
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provavel esperar-se—ia observar uma significativa diminuic¢3o no
rendimento Qt;timico, © gque n3o ocorreu. O que pode estar havendo &
uma ligeira alternancia na atividade dalCs) enzimal(sd-R ws
enzimals)-5 com a variacldo do pH.

Nakamura e colaboradores puderam observar melhor essa
alternincia apds o isolamento de 4 oxidoredutases, as quais eles
submeleram a um estudo de atividade em funcioc do pH. Ao graficarem
os dados obtidos eles observaram que a atividade de uma dada
enzima pode aumentar ou diminuir de acordo com o pH Cintroducio,
Fig. 22, p.38-30.%7 ' ‘

Foram feitos, também, ensalos das reducdes do substrato
5 por todos os mélodos anteriormente empregados CT:;b., & e 73, a
fim de se verificar o comportamento na variag3o do pH durante as
reacdes, JjiA qgue ficou evidenciado é;ue este influencia no curso

estereoquimi co. O= resultados estio sumarizados na tabela 10.

TABELA 10
COMPORTAMENTO DO pH DURANTE AS REDUCSES DA ACETOFENGNA

COM DIFERENTES PROPORCOES DE ACUCAR

pH

M&todo 4 ?’M:%:i—% Yy Sy Tempo de reag3oc ~h pH

o o ‘ 2 I 5 I 21 [ 48

A 0,48 3,6 3.7 4,2 4,1 4,4 4,0

A 0,48 3,3 3,7 4,2 4, ;3 2,9

A 0,03 3,4 4,6 4,8 4,6 4,5 4,4

A 0,015 3,8 4,7 4,8 4,8 4,7 4,5

A O, 003 4.2 4,9 5.0 4,9 5,0 4,2

B ) 4,7 4,9 s, 1 8,2 5,0

C 18] 4,7 5,0 5,1 4,8 4,8 4,9

C 0,018 3,7 5,3 5, 5,2 5,1 4,9
a método Al com adigéo de aglcar, método A com adiclo deo
agdcar, porém sem adigdo de sulfato ~ de ZTLNCO, método B sarm adigdo
de aglcar, método [-H substirato digsolvido em etanot, sem adi¢dio der

agucar.
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Desta tabela & intefessante notar qﬁe quando a reagio
foi feita na proporglo actcar-fermento = 0,018 o pH variou em
torno de 4,5, sendo que o rendimento ©optice obtide nestas
condicdes foi de 81% (Tab. 73. Por outro ladb, observou—se uma
baixa enantiosseletividade quando a reagdo foi feita sob pH
controlado em 4,5 (Tab. 9>. Como explicar estes resul tados?

JAa foi rcitade anteriormente que & muito dificil
discriminar os fatores gque regem a estersosseletividade dé uma

~ , - ; R -3
dada reacic qQuando se trabalha com células intactas,

porém -
parece razoidve=l que guando a reacio foi feita em pH controlado,
este foi o fator que regeu a enantiosseletividade. Entretanto,
quandeo a reagdo foi feita com adicio de aclcar duas variavels
poderiam estar influenciando: o pH e a presenca de agucar. Nesse
caso s=2 o pH fosse o fator determinante esperar-se-ia obter um
rendimento Sdptico menor que 91%. Portante deve ser a presenca de
aclcar a responsavel pela alta enantiosseletividade observada
nestas condicdes. -

Ezstendendo este raciocinico aos outros experimentoz da
tabela 10, observa-se gque ndo houve variag3do significativa no pH
.do meio reacional durante as redugdes (com quantidades de agdcar
variadas) e, portanto, nessas condi¢des de reaglo parece ser a
quantidade de aclcar no meio gquem rege a estersosselelividade da

reacio.
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CONCLUSAQ

Quande se trabalha com c¢&lulas intactas, devido a
presenca de todo um complexo enzimitico existente em um
microorganismo, & muito dificil estudar o comportamento e levantar
considerac®es scobre os resultados. Porém parece ter ficado
evidente Jue mnudancas nas condicdes ‘de reagio, tais como
concentracio de acgGecar, pH do meio e adic3c de solvente orginico,
podem interferir na estereosseletividade controlandc © curso
estereoquimico.

Comportamentos deste tipo sugerem a existéncia de pelo
menos duas enzimas competitivas com enantiosseletividades
-diferentes atuando como catalisadores, os quais puderam ser mais
facilmente visualisados na reducio da acetofencna.

As o~haloacetofenonas se mostraram um sistema muito Gtil
na diferenciacic das proposicdes mecanisticas existentes para
bictransformacdes deste tipo. Engquanto a a-iodoacetofesnona reagiu
preferencialmente pelo mecanismo homolitico, as outras cetonas
halogenadas preferiram o mecanismo heterolitico.

Der todos os resultados obtidos ficou a certeza da grande
potencialidade da reducio assimétrica microbiolégica no preparo de
dlcoois com altos graus de pureza odptica, os quais podem ser
utilizados na construcio de moléculas quirais maiores. A a—cloro
a-fluoracetofenona parecem ser os subsiratos mais adequados para

esse papel, uma vez que forneceram os resultados mais promissores.



CAPITULO I1I1
PARTE EXPERIMENTAL

I1II.1 - INSTRUMENTACAO

Os espectros de RMN*H foram obtidoes nos espectrémetros
Bruker AW-80, Varian T-80 e Varian XL-100. Os solventes utilizados
foram o tetracloreto de carbono & clorofdrmic deuterado. Para
referéneia dnterna foi utizado o TMS., Os espectros que foram
cbtidos utilizando-se o clérof‘érmio deuterado como solvente
apresentam um pico a 1,20 ppm, gue corresponde a uma impureza do
mesmno.

Os espaclros de infravermelho foram obtidos rno
espectrofotémetjro Perkin-Elmer 1430. Para referénecia foi utilizada
a absorgio em 18601 em ™t de um filme de poliestireno.

Os espectros de massas foram cobtidos no espectrdmetro
Varian Mat 311A e no espectrémetro Hewlett Packard 9153C acoplado
A um cromatdgrafo gasoso Hewletl Packard B880 - sdérie II. Todos os
espectros foram cobtidos a 70 eV.

Az rotacdes especificas foram obtidas no polarimetro da
Carl Zeiss: LEP A2 C(373147).

A= medidas de pH foram feitas utilizando-se um pH-metro

de bolso modelo PS-15 da Corning.
IITI.2 - INFORMA(CSES GERAIS

O esgquema do extrator continuo liquido-liquideo utilizado
para se obbter o extrate do meio reacional das reducdes micro-—

bioldgicas com fermento de plo, estid esquematizado na figura 1.
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Figura 1! Exirateor continuo liguido-liquideo.

As . cromatografias em coluna foram realizadas com
sflicagel BO da Merck-Art 7734. ‘

Foli utilizado fermento de pdo fresco - itaiguara.

A proced@ncia dos reagentes utilizados s3o:
a-bromoacetofenona e propiofenona - Aldrich; a"cloroacétofenona,
acetofenona & m—dinitrobenzeno — Carlo Erba; d—bromoprobiofenona -
Merck. |

Os solventes comerciais utilizados foram previamente

tratadozs = destilados.

II1.3 - DESCRICAO GERAL DOS PROCEDIMENTOS DE REDUCSES
HICROBIOLOGICAS

&s reducdes foram realizadas por 3 métodos: -
METODO A - Em um bal3o de fundo redondo com duas bocas fez-se uma
suspensio de fermento de pio comercial fresco (20 gd em Agua
C1i0 mlD. Juntou—se uma solug¢lo de acicar (10 gd em Agua €38 mld) e
2m seguida uma solucldo de sulfato de zinco monoﬁidratado 12,8 mg,
0,071 mmold em Agua (1,3 mld. Adaptou-se a uma boca do balio um
borbulhader & na coutra um agitador mecinico. Apds 230 minutos de
agitacio em banho Lermostatizade 2 30°C, adicionou-se o substrato
1 mmold 2 suspensio. Apds 24 horﬁs, uma nova suspensio de

fermento de pio (7 g) em Agua (3 ml) = uma solucBo de acgtecar €3 gd
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em Agua C1-3 ml) foram adicionadas. Termina-da a reag¢ld3o o meio
reacional Ai‘roi saturado com cloretc de sédio e os produtos foram
extraidos em extrator continuo liquido-liquide por 48 horas,
utilizando—se cloroférmic como solvente (Fig 12. Os produtos foram
cromatografados em coluna de silica gel utilizando-~se clorofdrmio

143
como elusnte.

METODO B - Em um bal3o dé fundo redonde com duas bocas fez—sSe uma
suspensico de fermento de pin comercial fresco (35 g2 em sgua (20

ml). Adaptou-se a uma boca do bal3o um borbulhador e na outra um

agitador mcinico. Apds 30 minutos de agitacio em banho
termostatizado & 30°C, adicionou~se o substrato ¢1 mmold &
suspensio, Terminada a reaclo os produtos foram extraidos e

. £23
cromatografados como no mé&todo Al

METODO C - Em um bal3o de fundo redondo com duas bocas fez-se uma
suspensio de fermento de pio comercial fresco (35 g em dgua (20
ml). adaptou-se a uma boca do bal3o um borbulhador £ na outra um
agitador mecinico. Apds 30 minutos de agitagio em  banho
termostatizade & 30°C, adicionou-se lentamente 3 suspens3c uma
solucdo do substrato (1 mmold dissolvido em etanol <1,5 mld.
Terminada a reaclo os produtos foram extraidos e cromatografados
coms no método A

A determinacio do tempo necessirio requerido para a
reacio de cada substrate com o f@rmentc@“ de pio foli feita
retirando-se amostras (aliquotas de 10 ml) do meio reacional em
determinados tempos de reacio. Essas amostras foram extraidas e
submetidas a andlise de ressonincia magndtica nuclear de prdton.
Dessa forma pdde—-se acompanhar o consumo de cetona, bem como a
producio de alcool. Posteriormente, as amostras foram adicionadas

ao restante da reac3oc para, entdo, serem isolados os produtos,

III.4 «~ REDUCAO DA ACETOFENONA S5

s
“CH
oF
g
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METODO A - Partiu-se de 1,07 g (8,91 mnold &e acetofencna 5 e
dei xou-se réﬁgir por 4% horas. Apds cromatografia recuperou-se 498
mg (4,14 mmol , 4820 da cetona 5 de partida como um dleoc e Z23mg de
(-3-CS)-1~-feniletancl 9 (1,83 mmol, 20,8 também como um Sleo,
Este apresentou Ea]i5 - 44,30 Ce., 7,2, CgHg? com 89% de rendimento
sptico.™ RMN'H (80 MHz, ¢¢l,> & 1,3 Cd. 3H, J=6,4 Hz, CHg.
3,4 Cbr s, 1H, gH, 4.6 (g, 1H, J=5,4 Hz, CH e 7,1 ppm (s, 5SH,
Phy; IV (filme2 33850, 3040,'3970, 1506, 7685 e 708 cmﬂ}_EM moz (4D
122 CM ,47>, 107 €100, 108 C13d, 91 (13> e 77 C47). | _
METODO B -~ Partiu-se de 1,03 g (8,57 mmol) de 5 e deixou—se
reagir por 48 horas. Izscolou—se 198 mg (1,55 mmol, 199 da cetona 5
de partida e 887 mg de (#)-(R~1-feniletancl 18 (5,62 mmol, B62D.
Este Gltimo apresentou Ea]is + 1.5Q° Ce. 7.8, CgHg? com 3% de
rendimento 6pticcﬁ” e foi caracterizado como no método A.

METODO C - Partiu-se de 1,02 g (8,49 mmold de 5 e deixou—-se
reagir por 48 horas. Isolou-se 208 mg (1,71 mmol, 20%) da cetona S
de partida e 521 mg do alcool 9 (4,26 mmol, B50%). Este Gltimo
apressntou Ealzs - 1,44° Ce. 7,2, CgHg? com 3% de rendimento

PR & . , .
Sptico 2 fol caraclerizado como no meétodo Al

ITI.5 -~ REDUCAO DA «—CLOROACETOFENOMA 3

METODO A - Partiu-se de S00 mg (3,23 mmol)d de a-cloroacetofenona 3
e deixou-se reagir por 48 horas. Apds cromatografia recuperou—se
37,0 mg 0,238 mmol, 7,4%5 da cetona 3 de partida como um dleo e
180 mg de (~-0—-(R>-2~cloro-1—-feniletanol 7 (1,15 mmol, 35% tambsSm
como um dles. Este apresentou {al};s - 43,3° Cc. 1,8, CSle) com
* RMN'H €100 MHz, cCI,> & 2,9 Cbr s,
iH, oH>, 3,5 (dd, 1H, J=11 e 8 Hz, CHy>, 3,7 (dd, 1H, J=11 & 4 Hz,
CH,;2, 5,1 Cdd, 1H, J=8 e 4 Hz, CH> e 7,8 (s, BH, Phd; IV (filmed
33890, 3040, =860, 14985, 760 e 700 cm"_i;' EM mrz (% 186 (M ,63,

izl CO,763, 107 1003, 108 (143 o 77 (8.

V0% de rendimento ép'c,ic:c:.E
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METODO B ~ Partiu—se de 1,00 g (86,47 mmolD de'3 e deixou-se reagir
por 24 hdré.s. Apds cromatografia isolou-se 749 mg do Alcool 7
C4,78 mmol, 74%0 como um dleo. Este apresentou [m}z5 - 39,3° ce.
1,8, Cst,:zD com 82% de rendimento éu;::f:,ir:c:-["“;3 e fol caraclerizadoe
como no método A |
METODO C - Partiu-se de 1,01 g (6,53 mmold de 3 e deixou-se reagir .
por 4 horas. Apds cromatografia recuperou-se 45,1 mg (0,288 mmol,
52%) da cetona 3 de partidé come um dleoc e 8632 mg do é'ls::ool 7 (5,51
mmol, 84%0 também como um dles. Este apresentou [a]zs - 21,1° cc.

1,7, CgHyp? com 442 de rendimento épticots, e foi caracterizado

como no método A,

I1I.6 - REDUCAO DA o~BROMOACETOFEMONA 4

METODO A — Partiu-se de 510 mg (2,565 mmold de a~bromoacetofenona 4
e deixou-se reagir por 86 horas. Apds cromatografia isolou-se 46,5
mg de (-0-CR)-Z-bromo-1-feniletanol 8 (0,232 mmeol, 9,1%) como um
dlea. Este apresentou [01112}5 - 38,2° Ce. 5,3, CHCl 52 com 93% de
7 RMN'H (80O MHz, ©Cl,> & 2,7 Cbr s, 1H, OH,
3,38 (dd, 1H, J=10,4 e 8,0 Hz, CH,>, 3,56 Cdd, 1H, J=10,4 e 4,0
Hz, CHp>, 4,80 (dd, 1H, J=8,0 e 4,0 Hz, CH> = 7,2 (s, SH, Phd; IV
Cfilmed 3400, 3040, 2660, 1490, 760 e 700 cm '3 EM mrz €% 200 -
202 ¢M,10>, 107 C100 D, 79 CO1) e 77 CBP.

METODO B - Partiu-se de 1,07 g (5,38 mmol) de 4 e deixou-se reagir

. . , {
rendimento dpltico.

por 24 horas. Apds cromatografia isolou-se 83,8 mg do adlcool 8
0,417 mmel, 7,8%3 como um Sleo. Este apresentou Eodzs - 39,7° Ce.
4,8, CHCl 42 com 87% de rendimento éptico[m e foi caracterizado
como no método Al

METODO C -~ Partiu-se de 1,06 g (5,33 mmol) de 4 e deixou-se reagir
por 4 horas. Apds cromatografia recuperou-se tracos da cetona 4 de
partida e 110 mg do Alcool 8 CO,S&-? rmﬁcl, 10> como um &leon. Este

apresentou fa]zs - 386,9° Ce. 5,0, CHCl 50 com 80% de rendimento
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R - . . ' . '
éptico” e fol caracterizado comeo no método A,

I1I1.7 - REDUCAO DA a~IO0DOACETOFENONA 11

!G’;i‘v H I

;\)‘.

METODO B — Partiu—-se de 643 mg ¢2,51 mmol) de o—~iodoacetofenona 11

e deixou-se reagir por 24 horas. Apds cromatografia isolou-se 209

mg de acetofenona (1,74 mmol, 6720 como um dleo e 101 mg de
C(-)-(SH-1~-feniletanol (0,827 mmel, 32% também como um dlec. Este
apresentou Eoe]lz}s - 36,3° Ce. 1,9,. CgHg? com 73% de rendimento
6pticoc“ e fol caracterizado como em III.4 - método A.

III.8 - REDUCAO DA PROPIOFENONA 6

!ﬁ
iy AN
O

METODO A ~ Partiu-se de 1,07 g (7,97 mmol) de propiofencna 5 e
deixou—-se reagir por 72 horas. Apds cromatografia recuperou-se 516
mg €4,89 mmol, 982X da cetona 8 de partida como um dleo & 76,9 mg
de (~-)-(C(S3-1-fenilpropancl 10 C0,565 mmol, 7,120 também como um
Sleo. Este apresentou [a]io - 3‘?,4° Ces, 2,0, tho). O wvalor
encontrade na literatura & ta}i" + 34,8° €c.8,0 Et,00 (B e nilo
especifica o grau de pureza. rRMN'H ¢80 MHz, CCl,> & ©,8 Ct, 3H,
J=8,0 Hz, CHyz’, 1,6 Cm, 2H, CHZ>, 2,3 Cbr s, 1H,0H>. 4.4 Ct, 1H,
J=8,0 Hz, CH = 7.2 (s, BH, Phd; IV {(filmed 3370, 3040, 2860,
1490, 1485, 785 e 700 cmd; EM mrz () 136 CM+.'11). 108 (21>, 107
(93D, 72 C100) e 77 (B01.

METODO B - Partiu-se de 1g €7,45 mmcl) de 6 e deixou-se reagir por
72 horas. Apds cromatografia recuperou-se 210 mg C1,87 mmol, 2120
da cetona 6 de partida como um &leo é 267 mg do Alcool 10 1,86

mmol, 262 também como um dleo. Este apresentou Ea]io - 28,,53o Ce.
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8,1, EL,0>- 0 walor encontrade na literatura £ [od:,o + 34,8°
(ec.8,0 ELZVQD (D e nio especifica o grau de pureza. 0 composto

10 foi caracterizado como no método Al

II1.9 - REDUCAO DA a~BROMOPROPIOFENONA 14
/Tﬁ -~
QL

HMETODO A - Partiu-se dé 1,08 g (8,07 mmold de o&-brjomo‘propiofenona
14 e deixou-se reagir por 98 horas. Apds cromatografia isolou—se
tragcos de produtos laterais ng.o_ desejados, nioc se isolou a
bromoidrina 15 esperada e o composto de partida nio foi

recuperado.

ITI.10 - ESTUDO DA REDUCAO DA ACETOFENONA 5 COM A VARIACAO DA
CONCENTRACAO DE ACUCAR '

Q
1

Py
§ W 3

N

I¥1.10.1 - REDUCAC DE 5 PELO METODO A SEM A ADICAO DE SULFATO DE
ZINCO CactucarCgd ~ fermentolg) = 0, 48D

Partiu-se de 551 mg (4,59 mmol2 de 5 o deixou-se reagir
por 48 horas. Isolou-se 278 mg (2.28 mmol, B0 da cetona 5 de
partida e 120 mg de (-3-CSi-l1-feniletancl 9 (0,982 mmol, S12D.
Este 1Ultimo apresentou Ea]is -40,8° Cc. 7.2, VCSHS) com B2% de

. . , 141 . , .
rendimento Sptico e fol caracterizado como em II1.4 — mébtodo A.

1I11.10.2 ~ REDUCAO DE S PELO METODO B, POREM COM A ADICAO DE 10%
DE CARBOIDRATO CagtGecar{gd ~ fermento(gd) = 0,03

Partiu-se de 815 mg (4,29 mmold de 5 e deixou—-se reagir
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por 48 horas. Isolou-se 168 mg (1,40 mmol, 33%0 da cetona 5 de
partida e 218 mg do Alcool 9 (1,76 mmol, 41%). Este tltimo
apresentou [al®” -42,9° Ce. 7,2, CgHg) com 87% de rendimento

éptico’™ e foi caracterizade como em III.4 - método A.

I11.10.3 - REDUCEO DE 5 PELO METODO B, POREM COM A ADICAO DE 1% DE.
CARBOIDRATO C(actdcar(gd) ~ fermentolgd) = 0,003

Partiu-se de 516 mg (4,29 mmol) de 5 e deixou-se reagir
por 48 horas. Isoclou-se 316 mg do Alcool 9 (2,59 mmol, B80%). Este
Gltimo apresentou [al’® - 6,80° Ce. 7,2, ggHyd com 13,5% de

. , £4] . . .
rendimento Sptico e fol caracterizado como em II7.4 - métodos A,

II1.10.4 - REDUCAO DE 5 PELO METODO B, POREM COM A ADICAO DE 85,3%
DE CARBOIDRATO (acticarCgd ~ fermentolg) = 0, 015>

Partiu-se de 529 mg (4,40 mmol) de 5 e deixou-se reagir
por 48 horas. Isolou-se 80,8 mg (0,305 mmol, 11,5%) da cetona 5 de
partida e 256 mg do Adlcool 9 (2,10 mmol, 48%). Este dltimo
apresentou Eat}zs --45,2-3? Ce. 7,8, CgHg® com 91%. de rendimento

Sptico'™® e foi caracterizado como em II1.4 - método A.

IIT.10.5 - REDUCAO DE 5 PELO METODO B, POREM COM A ADICAO DE 5,3%
DE CARBOIDRATO E ETANOL
Cagicar(g) ~» fermentolg) = 0,015

Partiu-se de 526 mg (4,38 mmol) de 5 e deixou-se reagir
por 48 horas. Isoclou-se 118 mg (0,982 mmol, 228% da cetona 5 de
partida e 241 mg do A4lcool O (1,87 mmol, 485%). Este altimo
apresentou {alzs ~31,8° Ce. 7.2, CgHg? com 63% de rendimento

6ptiCO[43 e Toli caracterizado como em ITI.4 - método A

IX1I.11 -~ REDUCAO DA o~CLOROACETOFENONA 3 PELO METODO B, POREM COM
A ADICAO DE 5, 3% DE CARBOIDRATO
Cacucar(gd 7 fermento(gd = 0,015)

(@j‘{fﬂgﬂl

S
R
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Partiu-se de 531 mg (32,43 mmol) de 3 o deixou~ée reagir
por 24 horas. Isolou-se 319 mg de (~)-CR)-2-cloro-l-feniletanol 7
€2,04 mmol, B9%. Este apresentou [aJZs -28,1° Cec. 1,7, CgHy 52 com
B8% de rendimento u:':;::tic::::mJ e fei caracterizado como em III.S -
método A. |

I¥¥.12 ~ ESTUDO DA VARTACAO DO pH A0 LONGO DA REDUCAO ' DA

ACETOFENONA 5 COM FERMENTO DE PAO PARA TODAS AS REACGES
EM IIT.4 E IXXI.10

) e

l"&‘{:f-"{'}

Preparou-se todos os meios de reac3o para a cetona S em
escala reduzida e mediu-se © pH ao longo da redug3o por 48 horas.

Os resultados estioc tabelados no capitulo II - p.B3.

I1I.13 -~ ESTUDO DA REDUCAO DA ACETOFENOMA 5, PELO METODO B, COM O
pH CONTROLADO

(7Y CHy
i _\_bi.‘{\d;f_)

IIY.43.1 - REDUCAO DE 5 A pH = 3,0

Partiu-se de 1,01 g (8,41 mmol) de 5 e deixou-se reagir
por 13 horas. Durante a reacdo, através da adig3o de Hgl CIND, foi
mantido pH = 3. Isolou-se 453 mg (3,77 mmol, 45%) da cetona 5 de
partida = 157 mg de (-2-(S)-1-feniletanol 9 (1,28 mmol, 15%>. Este
Gltimo apresentou [ajzs - 41,1o Cc. TSy CSHSD com 83X de

rendimento 6pticcﬁ“ e foli caracterizado como em 1I11.4 ~ método A.

ITI.13.2 - REDUCAO DE 5 A pH = 4,5

Partiu-se de 1,00 g (8,32 mmol) de 5 e deixou-se reagir
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por 13 horés. Durante a reaclo, através da aﬁicﬁo de Hcll Ci1N> ou
NaOH C1IN>, foi mantido pH = 4,5. Isolou-se 264 mg C2,20 mmol, 26%0
da cetona B de partida e 305 mg do Alcool 9 2,80 mmol, 30%. Este
dltimo apresentou [a}:‘:s - 6.89° Ce. 7.1, CgHg? com 14% de

rendimento tf:),:nt,.i.r.:n::“J e fol caracterizado como em III.4 — método A,
I11.13.3 -~ REDUCAO DE 5 A pH = 5,0

Partiu-se de 1,085 g (8,74 mmol) de 5 e deixou-se reagir
por 13 horas. Durante a reac3o, através da adicSo de NaOH C1IND,
foli mantido pH = 6,0. Isolou-se 286 mg 2,38 mmol, 27%) da cetona
S de partida e 263 mg do alcool 9 €2,15 mmol, 25%). Este dltimo
apresentou [a]zs ~ 42,6° Ce. 7.1, CBHB) com 86X de rendimento

éptic:c“l e fol caracterizado como em III1.4 ~ mé&todo A
I17.13.4 — REDUCAO DE 5 A pH = 8,0

Partiu-se de 1,07 g (8,91 mmol) de 5 e deixou-se reagir
por 13 horas. Durante a reacdo, através da adicZo de NgOH CLND,
foi mantido pH = 8,0, Isolou«-se 179 mg (1,80 mmol, 17¥%) da cetona
5 de partida e 281 mg de (+)-(R)-1-feniletancl 16 (2,05 mmol,
£23%). Este dltimo apresentou Ec&]f}s + 4,08° ¢e. 7,2, CgHg? com 8%
de rendimento épticouz e foi caracterizade como em I11.4 - método
A.

Observag3o: durante a extrac¢fo da massa bruta foi observado a
formacio de uma grande quantidade de emulsio.. Es;c,a foi parciamente

. — . 73
gquebrada atraves da adic3o de metanol ao sistema.

IIT.14 - REDUCAO DA a~BROMOACETOFENONA 4 ~ PLASMGLISE

|
e .
Ir(f'\;{" (H,Br
N
g

METODO B - Partiu-se de 1,04 g (5,22 mmold de 4 e deixou-se reagir
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por 24 horas. Antes da extragio do meio r*e;acional foi feita a
plasmélise' adicionando-se uma solugdo de NQH¢03 1,88 g, &£0,0
mmold em Agua (100 mld>. Deixou-se agitando por 16 horas. Apds
_cromatografia isclou-se 122 mg de C~-3~CRY-2-bromo-1-feniletanocl 8
CO,B07 mmol, 1&8%) como um &leo. Este apresentou [alfj - g2g,2° Cec.

3

2,5, CHCig? com 71% de rendimento 6ptico[5 e foi caracterizado .

como em I[IT.86 - método A.

I1I1.15 =~ REDUCACG DA a—IODOACETOFENONA i1 NA PRESENCA DE
m~DI NI TROBENZENO ' ‘

.
(ﬁ CH,I
L

METODO B -~ Junitou-se 1,86 g (5,34 mmold de 11 = 218 mg de
m-dinitrobenzenac €1,30 mmold. Apds 24 horas isolou-se 59,9 mg
CO,582 mmol, ©,2% de acetofencna e 229 mg de (>R -2-iodo-
{—feniletanol 13 (0,823 mmol., 15%) como um Jdleo. Fste ultimo
apresentou [a]is - 34,0° Ce. 2,4, CHcl a3 0 wvalor encontrado na
literatura & [g}ff' +36,8° Ce. 5,20, CHolp .0 RMN'H ¢80 MH=z,
ccl,> & 2,8 Cbr s, 1H, oW, 3,288 Cdd, 1H, J=8 e 12 Hz, CHy>, 3,45
cdd, 1H, J=4,4 e 12 Hz, CHz?, 4,7 ¢dd, 1H, J=4,4 e 8 Hz, CH e
7,28 Cs, BH, Phd. IV Cfilmed 3380, 3020, 2060, 1490, 760 e 70O
emt. EM mrz (% 248 cM™, 14>, 121 C100d, 107 (98), 77 COB) e 43
(56D,

IT11.16 - ESTABILIDADE DO 2-BROMO-1 ~FENILETANOL NA SUSPENSAOC DE
FERMENTO DE PAO

£ . . LOH
f"g HQ}"‘.—\.I.EJB}' Br ‘xi:?{‘o
\) + L@
S ] i

Adicionou-se 1,00 g de bromoidrina racémica €4,87 mmold

3 suspensio de fermento de pic (método B3, e dei xou—se reagir por
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24 horas. Apdés a extracio do meio reacional em extrator liquide -
liquidb, recuperou-se 979 mg da bromoidrina de partida €4,87 mmol,
212578 ]

IIT.47 - ST NTESE DA 2-BROMO~1-FENILETANOL RACEMICA™

H. LOH

OH, .H N - \
r,;::}‘\,fﬁr | Br a
© T (O -
L [ —y

St e

Em um bal3co de fundo redondo (28mld fez-se uma solucio
de a-bromoacetofenona (2,07 g, 10,4 mmol2 em metanol (7mld.
Cotejou-se lentamente uma soluclo de 107 v.mg (2,83 mmold de NaBH,
em uma mistura de metanol ~ hidrédxido de séddio (0,2 N, 1 _ml).
Deixou-se reagir por 5 horas sob agitacico magnética, Acidificou-se
com Acido cloridrico (33N> até pH 4 e evaporou-se o metanol.
Extraiu~se com é&ter, secou-se com sulfato de sédio anidro e
evaporou~se © solvente. Obteve-se 1,91 g de bromoidrina racémica
2,80 mmol, 9123, Este foi caracterizado como em II1.8 -~ méltodo A;

III.18 - SEMNTESE DA o«-IODOACETOFENONA 11%?

ﬁ
A .—'H'\.
7Y CH,!
W

Emm um bal3c de funde redondo (flambaded -adicionou—se
5,00 g de o-clorcacetofencona (32,3 mmold e 5,18 g de iodeto de
sddic (34,5 mmold, previamente seco em estufa por 2 horas., =m
acatona anidra (BO mld>. Adaptou-se 3 boca do balfoco um tubo secante
com cloreto de cilcio. Deixou-se reagir por 4 horas sob agitacio
magnética e sob protecdo da luz. Adicionou-se &ter e lavou-se o
meio reacional duas vezes com soluc8o aguosa de ticossulfato de
sddio. O produto fol extraido com cloreto de metilenc e seco com

sulfato de magnésio. Obteve-se 7,83 g de 11 (30,5 mmol, 9523.
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RMN'H ¢80 MHz, CCl4> & 4.2 Cs, 2H, CHR) e 7,7 Cm, SH, Phd. IV

Cfilmed 30550, 2880, 2920, 1870, 1270, 740, 610 e 580 cm t.

III.19 - STNTESE DO 6XIDO DE ESTIRENO A PARTIR DA TIODOIDRINA
OBTIDA NO EXPERIMENTO RELATADO NO ITEM III.1s""

Em um bal3oc de fundo redondo adicionou-se 11 ml de NaOH
aquoso C2MD> . Apds estabilizar a temperatura em =2°c, Juntou-se 200
mg 0,808 mmold de iodoidrina em 0.8 ml de &éter etilico. Deixou-se
sob agitacB0 magnética durante 1 heora. Em seguida saturou—-se o
meio reacional com sulfato de sddic e extralu—se com pentanoc (2 X
5 mld., Isolou-se 63,23 mg de dxidoe de estireno (0,527 mnol , 5852,
Este apresentou [alZ + 38,8° Cc.3,1, CgHg> com 87% de rendimento
. RMN'H ¢BO MHz, c£Cl,> & 2,75 <dd, 1H, J=3 e 6 Hz, CHyY,
3,10 ¢dd, 1H, J=4 e & Hz, CHy), 3,85 (dd, 1H, J=3 e 4 Hz, CH e

dptico

7,40 (=, BH, 'Phd. Este espectro confere com o obtido por M

£423
Marques.
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.00 5.0 .00 PoTR.00 78.% 17.00 v 104,00 104.0 15.09 i
) L I 29.0¢ V1900 734 91,60 v 105,00 105,90 14.00 ;
82,80 52,0 10,04 ;80,00 80,0 14,040 ;700 107.0 100,99 :
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L TH af: Intensidade(en %)

8iz @f7 Intencidadelea %X} | afz g/z2 Intensidade{es %} | :

S0.00 0.0 3.0 v B3O8 A3L0 1.00 o900 L0 7.00 )
51.00  81.% 24,900 v A5G 55,0 4.0 » 195,00 105.0 10,00 :
52.80 82,0 7.00 PTG 77,0 £0.00 y 107.00 191.6 93.00 }
5300 8.0 3.96 V7800 7.0 19.08 ;108,00 108.0 21.90 '
37.60 57,0 .00 PR 790 169,00 ;136,00 13490 11.00 :
58.00 58,9 3.00 , Bo.00  BO.O 19.06 ;
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