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Resumo

A desracemizacgao de alcodis secundarios por estereoinversao utilizando apenas
um microrganismo € um processo ambientalmente compativel que se enquadra nos
principios da quimica verde, e apresenta grande interesse visto a utilizacdo desses
compostos enantiomericamente puros na sintese de farmacos e outras moléculas
biologicamente ativas.

Nesse estudo foram empregadas as leveduras S. cerevisiae e C. albicans CCT
5847/18804, separadamente para realizar a desracemizacdo de alguns alcodis
secundarios como 1-feniletanol, mandelato de etila, 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila,
4-fenil-2-hidroxibutirato de etila. Esse processo mostrou-se bastante eficiente para
obtencdo de alcodis enantiomericamente enriquecidos, visto que dispensa a utilizagao
de enzimas isoladas e uso de custosos cofatores.

Foi possivel obter (R)-1-feniletanol 90% rendimento cromatografico ee 99% com
desracemizacao do rac-1-feniletanol catalisada por C. albicans, e o outro enantibmero
(S)-1-feniletanol a partir da reducao de acetofenona com S. cerevisiae tipo Il com 75%
de conversdao e 96% ee. A desracemizacdo do 4-fenil-2-hidroxibutirato de etila foi
possivel com C. albicans e S. cerevisiae com apenas 2 horas de reagado obteve-se o
(S)-4-fenil-2-hidroxibutirato de etila com ee de 96% e rendimento de 99%. Foi possivel
obter o (S)-mandelato de etila ee de 96% e 90% de rendimento a partir da
desracemizacdo com C. albicans e o outro enantibmero com reducdo do respectivo
ceto-ester com S. cerevisiae. O (S)-3-hidroxi-3-fenilpropionato de etila foi produzido a
partir da desracemizacao de 3-hidroxi-3-fenilpropionato de etila com S cerevisiae tipo I
apos 2 dias de reacdo com 96% ee e 75% de rendimento.

O processo de desracemizacdo de alcodis secundarios utilizando um Unico
microrganismo mostrou-se eficiente para obtencdo de compostos quirais com alta
economia de atomos e baixo fator de impacto ambiental para a maioria dos substratos
estudados.
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Abstract

The deracemization of secondary alcohols by stereoinversion using only one
microorganism is an environmentally compatible process that fits the principles of green
chemistry and presents great interest since the use of these compounds in the synthesis
of enantiomerically pure drugs and other biologically active molecules.

In this study we employed the yeasts of S. cerevisiae and C. albicans CCT
5847/18804 separately to perform deracemization of some secondary alcohols such as
1-phenylethanol, ethyl mandelate, ethyl 3-hydroxy-3-phenylpropanoate, ethyl 2-hydroxy
-4-phenylbutyrate. This process proved to be very efficient for obtaining enantiomerically
enriched alcohols, since it eliminates the use of isolated enzymes and expensive
cofactors.

It was possible to perform a deracemization of 1-phenylethanol and obtain 90% of
the (R)-1-phenylethanol in 99% ee by C. albicans, and the other enantiomer (S)-1-
phenylethanol from the enatioselective reduction of acetophenone with S. cerevisiae
with 75% conversion and 96% ee. The deracemization of ethyl 2-hydroxy -4-
phenylbutyrate was possible to perform with C. albicans and S. cerevisiae with only 2
hours of reaction to obtain the (S)- ethyl 2-hydroxy -4-phenylbutyrate (ee of 96% and
yield of 100%) , which is impressive, since the production of (S)- ethyl 2-hydroxy -4-
phenylbutyrate may be performed in any chemistry laboratory, since S. cerevisiae type |l
is lyophilized and dispenses use of sterile materials and laminar flow hood. It was also
possible to obtain (S)-ethyl mandelate (ee of 96% and yield of 90%) by deracemization
of ethyl mandelate with C. albicans and other enantiomer by reduction of the
corresponding ketone with S. cerevisiae. (S) ethyl 3-hydroxy-3-phenylpropionate (96%
ee and 75% yield) was produced by deracemization of ethyl 3-hydroxy-3-
phenylpropanoate with S cerevisiae Type Il after 2 days of reaction.

The deracemization of secondary alcohols using a single microorganism was
effective for obtaining chiral compounds with high atomic efficiency and low

environmental factor to most substrates studied.
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1- Introducao
1.1 - Biocatalise

A biocatdlise, utilizagdo de enzimas livres ou células integras como catalisadores
em reacoes de quimica organica, € uma importante ferramenta sintética na criacéao e
resolucdo de centros assimétricos, pois além de possuir uma alta quimio, diastero e
enantiosseletividade, é ambientalmente compativel, utiliza condicbes reacionais
brandas, o que minimiza os problemas causados por reacoes paralelas e degradagdes
quimicas além de catalisar um amplo espectro de reagdes organicas'®. Essas
caracteristicas se enquadram nos fundamentos da quimica verde®.

No entanto ha algumas inconveniéncias na utilizagdo de biocatalisadores que
limitam sua aplicacdo na area de sintese orgénica, como por exemplo: a necessidade
da utilizagao de cofatores, como NADH e NAD(P)H, que possuem um custo proibitivo
em quantidades equimolares. A restrita margem para a variacdo de parametros
reacionais como pressdo, temperatura, pH e a maxima atividade dos biocatalisadores
em agua entretanto, € um solvente pouco adequado para reagbes em sintese organica,
devido ao seu elevado ponto de ebulicdo calor de vaporizacao e baixa solubilidade da
maioria dos substratos organicos. Tais fatores foram significantemente amenizados nos
ultimos anos pelo desenvolvimento e aperfeicoamento de diversas técnicas de reacgdes
catalisadas por microrganismos e enzimas. Algumas das modificagbes mais comuns
sdo 0 uso de solventes organicos, a adicao de inibidores enzimaticos e técnicas de
imobilizagao e de reciclagem de cofatores?.

Uma vez que as células dos microrganismos se mantém mais estaveis em agua,
faz-se necessario o uso deste solvente nas reacbes de biocatalise com células de
microrganismos. No entanto, a maioria dos substratos estudados nesses processos
biocataliticos apresentam baixa solubilidade em &agua. Para contornar esse impasse
faz-se necessario o uso de ferramentas para facilitar a dispersdo do substrato no meio
reacional.

Uma opcéo é a utilizacdo de polimeros hidrofébicos como Amberlite® XAD-7
para adsorver o substrato, pois atua como um reservatério tanto do substrato como do
produto formado durante a reacdo, liberando baixas quantidades do substrato e
adsorvendo o produto formado. Ao final da reacdo, grande parte do produto encontra-se
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adsorvido na resina, sendo necessaria apenas uma filtracdo seguida de extracéo para
isolar o produto, e a resina pode ser reutilizada em outra reacdo. Essa caracteristica
confere um aumento na enantiosseletividade, evita um possivel efeito inibitorio e até
reduz uma eventual toxicidade devido a baixa concentragdo do substrato e produto no
meio. Essa metodologia permite ainda a realizacdo de biotransformag¢des em escala
preparativa>®. Outra alternativa utilizada é matriz de celulose (papel de filtro), no qual o
substrato adsorvido é liberado lentamente ao meio reacional, melhorando os resultados

de biocatalise.

1.2 - Enzimas
Enzimas sdo constituidas de cadeias peptidicas, com excecdo de um pequeno
grupo de moléculas de RNA cataliticas, e possuem uma estrutura tridimensional
determinada predominantemente pela sua sequéncia primaria e secundaria. A estrutura
enzimatica é mantida (fortemente) por ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares e
com a camada superficial de agua, pelas interacées de van de Waals das cadeias
alifaticas, interagbes m — m de unidades aromaticas, interagdes eletrostaticas de grupos
carregados, e também pelas ligagdes covalentes de dissulfetos®. Suas atividades
cataliticas dependem da integridade da conformacdo da proteina. Se uma enzima é
desnaturada ou dissociada em suas subunidades, a atividade catalitica geralmente é
perdida’.
Elas sédo classificadas de acordo com tipo de reagcdao que catalisam, sendo
divididas em seis categorias:
e Oxiredutases: catalisam reacbes de oxidagdo-reducao, oxigenagcao de ligacdes
C-H, C-C e C=C, ou reacoes de adicao e remocao de hidrogénio;
e Transferases: catalisam reagbes que envolvem a transferéncia de grupos acil,
acucares, fosforil, grupos aldeido e cetona, de uma molécula para outra;
e Hidrolases: mediam reacGes de hidrolise ou formagcdo de ésteres, amidas,
lactonas, epdxidos, nitrilas, anidridos, glicosideos e haletos organicos;
e Liases: participam de reacdes de adicao e eliminagcdo de moléculas pequenas
em ligacdes C=C, C=N e C=0;
e Isomereases: realizam isomerizagdes, como racemizagdes, epimerizagbes e
rearranjos;



e Ligases: auxiliam na formacdo e quebra de ligagdes C-O, C-S, C-N, C-C e
ésteres de fosfatos;

As desidrogenases sao enzimas classificadas como oxirredutases e sao
utilizadas em reducdes de grupos carbonilicos de cetonas ou aldeidos e de ligacoes
C=C. Estas enzimas sido dependentes dos cofatores NAD™ (dinucleotidio de
nicotinamida-adenina) e NADP™ (fosfato de dinucleotidio de nicotinamida), independem
de oxigénio molecular (O2) e atuam transferindo diretamente o anion hidreto para o
cofator oxidado NAD(P)*ou do cofator reduzido NAD(P)H para o substrato’ (Figura 1).

O o} Lactato A
i desidrogenase
,,,,, i
X *t  HiC
HaC o) 8 OH
Piruvato NAD* L-Lactato

Figura 1: Reducéo do piruvato a L-lactato por lactato desidrogenase dependente de
NADH.

Uma grande variedade de cetonas pode ser reduzida enantioseletivamente
utilizando-se alcool desidrogenases (ADHs) para fornecer &alcoois secundarios
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enantiomericamente enriquecidos®™ . Durante o0 curso da reagcdo, a enzima pode

adicionar o hidreto, preferencialmente pela face Re ou pela face Si da cetona para

fornecer, os alcodis (S) ou (R) respectivamente®'"™.

1.3 - Relevancia do estudo

A obtencéo de alcodis enantiomericamente puros € de grande interesse visto a
vasta utilizacdo destes como bloco construtor de moléculas biologicamente ativas. B-
hidréxi-acidos e seus derivados sdo importantes na sintese de farmacos como
antibiéticos beta-lactamicos''®, lipidio A e L-carnitina'®.(S)- B -bloqueadores como

I'°. Taxol apresenta um amino derivado de (S)-B-hidréxi-éster em

propanolol, alprenolo

sua estrutura®. 3-fenil-3-hidréxi-propanoato de etila é o precursor da fluoxetina®'.
(R)-4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila e (S)-4-fenil-2-hidrdxibutanoato de etila

sdo a-hidroxi ésteres sintéticos, que apresentam grande importancia para quimica

sintética por serem empregados na sintese de benazepril, enalapril, lisinopril, ramipril e



aquinapril, inibidores da enzima conversora de angiotensina anti-hipertensivos usados

em tratamentos cardiovasculares®28.

A obtencao de alcodis secundarios enantiomericamente puros pode ocorrer de

forma quimica®’, enzimatica ou quimio-enzimatica®. A forma enzimatica pode ser por

11,29-31 32,33

reducbes de cetonas pré-quirais , resolucédo cinética dinamica

cinética oxidativa®, desracemizacdo de alcodis secundarios**>® processos

, resolucao

enantioconvergentes® entre outros.

Um exemplo da enantiosseletividade das redugbes de alcodis secundarios a
partir de microrganismos pode ser observado na obtencdo do B-hidroxi-éster (S)-4-
cloro-3-hidréxibutanoato de etila € um intermediario da sintese de (S)-lagueninas B e
C*, inibidor de HMG-CoA redutases*' (Figura 2). Ribeiro et al. 2009, estudaram a
obtencdo de (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila a partir da reducdao do 4-
cloroacetoacetato de etila com varios microrganismos diferentes. Observou-se que em
24 horas de reacdo com S. cerevisiae, apenas 63% do alcool (S) com 81% de ee*?. Ja
Kaliaperumal et al. 2009, com células de Candida parapsilosis ATCC 7330 observaram
a reducao de 4-cloroacetoacetato de etila com apenas 10 minutos de reacdo e 96% de
rendimento do produto (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila com 99% de ee. Também
foi verificado que a adigdo de 50 g.L ™' de glicose aumenta a taxa de redugdo®. Esses
exemplos mostram claramente que diferentes microrganismos podem apresentar

diferentes enzimas que catalisam uma determinada reacéo.

O O OH ﬁ
i ' Cl
Cl M Microrganismo _ \A/\ PN
0" cH, - 0”7 CH,
4-cloro-3-oxobutanoato de etila (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila

Figura 2: Reducéo do 4-cloroacetoacetato de etila catalisada por microrganismos para
obtencédo do (S)-4-cloro-3-hidréxibutanoato de etila.

O esquema de reducédo de cetonas e oxidacao de alcodis secundarios por ADHs
esta apresentado na Figura 3. Essas enzimas sdo dependentes de cofatores e
catalisam tanto a reacao de reducéo de cetonas (oxidacado do cofator NADH) quanto a
oxidacao de alcodis ( reducado do cofator oxidado NAD™).

O tempo de incubacao em agua destilada (condicionamento) é fundamental para

deixar o microrganismo avido pelo substrato. Nesse periodo 0 microrganismo consome
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as fontes de carbono presente no meio e pode ativar ou desativar algumas enzimas e
apds a adicdo do substrato, utiliza este para regeneracdo de NAD(P)H aumentando
consideravelmente a velocidade de oxidagao. Martins et al. 2011 observaram que 2 dias
de condicionamento do S. cerevisiae foram necessarios para oxidacao de 1-fenil-1,2-

propanodiol mais eficientemente** (Figura 4).

Reducéo

‘O
R/\R ADH R1/\R2
1 2

NADH NAD

B

Oxidacao

Figura 3: Esquema de reducao de cetona e oxidacao de alcodis secundarios por ADHs.

S. cerevisiae
CH3 2 dias de condicionamento

P

H,0, 30 °C, 200 rpm, 6 dias

64% rendimento 93% ee
(1R,25)-1-fenilpropano-1,2-diol (25)-1-fenil-2-hidroxipropan-1-ona
Figura 4: Oxidacdo do (1R,2S)-1-fenil-1,2-fenilpropanodiol com S. cerevisiae

previamente condicionado por 2 dias.

O uso da biocatalise em oxidacdo de compostos organicos tem sido bastante
estudado visto a importancia em resolugdo cinética oxidativa de alcodis e aminas
secundarios'?2444°,

A resolugéo cinética oxidativa de alcodis secundarios consiste na oxidacao de
um dos enantibmeros. Partindo de uma mistura racémica, obtém-se 50% do antipoda
que néao reagiu e 50% da respectiva cetona. Silva et al. 2012, utilizando Arthrobacter
atrocyaneus (R1AF57) (bactéria isolada de solo da Floresta Amazdnica) realizaram

estudo da resolucao cinética oxidativa do 1-feniletanol e seus derivados (Figura 5). De



modo geral, a metodologia aplicada permitiu a obtencao de 50% do enantiémero (S) (ee
99%) e todo o enantibmero (R) foi convertido para a respectiva cetona. Observou-se
que a etapa de oxidagao do alcool é dificultada pela presenga de halogénios no anel

aromatico e também por substituintes na posicao orto. 3.

OH i
| AN CHg @/‘\Cm
R/ =~ (R A. atrocyaneus R/ =
_—
+ +

Figura 5: Resolugéo cinética oxidativa de derivados do 1-feniletanol por A. atrocyaneus.

A desracemizagao foi um processo fundamental no estabelecimento da vida*® e
trata-se de uma metodologia verde que atende aos principios de sustentabilidade
ambiental e que apresenta um baixo fator ambiental E (quanto menor o valor de E maior
é a sustentabilidade)*. O procedimento apresenta também 100% de economia de
atomos, o que ndo ocorre com a maioria dos procedimentos quimicos.

A desracemizacgao de alcodis secundarios pode ocorrer por estereoinversao ou
resolucao cinética dinamica (DKR). A estereoinversdo enzimatica consiste na oxidagcao
seletiva de um dos enantibmeros seguida da redugéo seletiva da cetona para o outro
enantiémero (Figura 6A)*". Nesse mecanismo de desracemizacao faz-se necessario o
uso de cetona de sacrificio, geralmente acetona, para reciclar os cofatores e facilitar a

38,44

etapa de oxidagao A desracemizacdo via DKR (Figura 6B) consiste na

racemizagao quimica ou enzimatica do alcool e uma segunda reagao rapida para um

dos enantidmeros, favorecendo a formagao majoritaria de um produto quiral*®.



OH o)

)\ Regeneracéo de cofator /”\
HaC CH, PR HaC CH,

NAD™* NADH

NS

Oxidagao
enantioseletiva

[E—— O

R R
1 2 | Redugéo

/\ enantioseletiva
R; R

2 /\

A NADH NAD*
OH
R (S R LeL (S) Produto
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Figura 6: Esquema de desracemizacao de alcodis secundarios: (A) estereoinversao e
(B) resolucao cinética dinamica.

Geralmente se emprega a biocatdlise com dois microrganismos para
desracemizacao de alcodis secundarios, na qual um microrganismo faz a oxidacao
enantiosseletiva de um enantidmero enquanto o outro possui uma redutase especifica
para formar o antipoda. Também é comum o uso de enzimas especificas isoladas para
catalisar esse tipo de reacgao.

Um exemplo do emprego desse sistema com um microrganismo especializado
em oxidacdo com uma oxidase (R)-enantioespecifica dependente de oxigénio
molecular, Alcaligenes faecalis e uma redutase (S)-estereosseletiva alcool
desidrogenase isolada de Rhodococcus ruber foi estudado por Voss et al. 2008 (Figura
7), que observaram a desracemizagao de varios alcodis secundarios como 1-feniletanol,
2-octanol, 2-dodecanol, 1-fenil-2-propanol entre outros e obtiveram 99% de produtos



com configuragdo S e 99% de ee para maioria dos substratos. Para reciclagem do

cofator foi utilizado 2-propanol 5% v/v ou glicose com glicose desidrogenase®4%°.
OH
(0]
o Oxida(;éoI H Redugéo OH
-enantiosseletiva S-estereosseletiva

Rj : ) /\ :
R Alcaligenes faecalis | O ADH :
. g 2 R R S /\
OH oH p ;

NADH

RT//;;\\\R2 Ri S 'R \\\\\\4,/////

Reciclagem do
cofator

Figura 7: Esquema de desracemizacgéo por estereoinversdo empregando células de A.
faecalis e uma ADH S-estereosseletiva.

Um exemplo de desracemizagao por estereoinversao foi observado por Chadha
et al. 2005 no preparo de a e [B-hidroxi-ésteres enantiomericamente enriquecidos,
blocos construtores de varias moléculas bioativas importantes. Foi estudada a
desracemizacao de 4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila e metila, também dos ésteres
mandelato de etila e metila, com células de Candida parapsilosis (ATCC 7330),
constatou-se a desracemizacdo dos alcodis com apenas uma hora de reagédo obtendo
87% do (S)-2-hidréxi-4-fenilbutanoato de etila (99% ee) °"*2. A Figura 8 apresenta a
desracemizagéo do mandelato de etila.

Ovc v
OH
(R)- Oxf/dase (S)-Redutase :
especifica :
p especifica OvCH3
C parapsilosis C. parapsilosis |O S
OH OH

| O _-CHs : | O.__CHjy
S
o © 5

Figura 8: Desracemizagcédo do mandelato de etila por estereoinversao.

Magallanes-Noguera et. al. 2012, no estudo da oxidacdo de alcodis secundarios
com células de plantas observaram que a Gardenia jasminoides apresentou melhor
estereosseletividade, e o estudo quimio-enzimatico utilizando as células imobilizadas
em alginato de célcio para oxidar (S)-1-feniletanol e borohidreto de sédio para reduzir a
cetona formada obtiveram ao final de 7 ciclos de reacdes o (R)-1-feniletanol rendimento
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de 87% com 98% de excesso enantiomérico®®. Nakamura et al 2005 na
desracemizacao do rac-1-feniletanol com células de Geotrichum candidum IFO 5767
concluiram que o processo ocorreu por estereoinversao, em que o (S)-1-feniletanol foi
oxidado e a acetofenona formada foi reduzida para o enantibmero R e com apenas 24
horas de reagdao. O (R)-1-feniletanol foi obtido com 97% de ee e 96% de
rendimento®>*,

Lunardi et al. 2007, realizaram estudo sobre a desracemizagdo de 2-hidroxi-1-
tetralona com Trichosporun cutaneum, obtendo 83% do diol cis-(1S,2R) com 99% ee. A
partir de varios experimentos concluiu-se que o mecanismo de reagao ocorre via DKR:
uma isomerase atua na hidroxila do (R)-2-hidréxi-1-tretalona gerando o outro
enantibmero e que a reducao da carbonila deste para o diol (7S,2R) ocorre rapidamente

> (Figura 9).

wOH

83% rend.
(1S2R)  >99% ee

Isomerase | Lento

o}
Muito lento .,
_— Y ‘OH

ADH (é)H
(S) (1R2S)

Figura 9: Desracemizacao de 2-hidroxi-1-tetralona por T. cutaneum.

Cazetta et al. 2007, com estudo mecanistico da desracemizacao de 2-hidroxi-1-
indanona, verificaram a partir de reacdes dos enantibmeros puros com células de T.
cutaneum, a formacgao da dicetona partindo do enantidmero (S) e a posterior redugéao
formando o enantiébmero (R), que foi reduzido ao diol (1S5,2R) com 100% de conversao
em 120 horas de reagdo® (Figura 10).



i i

T G-
( S) Oxidagao

Intermediario
= diona

Reducgéo

(1S,2R)

Figura 10: Desracemizagao de 2-hidréxi-1-indanona com células de T. cutaneum.

O emprego de complexos de ruténio para realizar a etapa de racemizagédo de
alcodis secundarios é bastante estudado no processo de resolucéo cinética dinamica®”
%, 0O esquema da Figura 11 apresenta o mecanismo de racemizagdo do 1-feniletanol
com o complexo (n°-PhsCs)Ru(CO).Cl estudado por Backvall et. al. 2013°’.
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Figura 11: Mecanismo de racemizacdo do 1-feniletanol com complexo de (n°-
PhsCs)Ru(CO).Cl.

O processo consiste na substituicdo do terc-butdxido pelo (S)-1-feniletanol no
ruténio na etapa a, saida de um monoxido de carbono na etapa b, transferéncia
intramolecular de hidreto (etapa c¢), ligacdo de um CO no ruténio e a adi¢cdo do hidreto
para o carbono 1 da acetofenona ligada ao ruténio (etapa d) que pode ser pela face Re
ou Siformando consequentemente uma mistura racémica do 1-feniletanol. E por fim a

substituicdo do rac-1-feniletanol por (S)-1-feniletanol (etapa e) recomegando o ciclo de
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racemizacao. Dessa forma obtém-se o rac-1-feniletanol para um processo de resolugcéao
cinética dinamica.

Outra forma de obter alcodis secundarios € por enantioconvergéncia - conjunto
de transformagdes em que ambos enantidmeros de um substrato quiral sdo convertidos
em um mesmo enantidmero de um produto através de caminhos diferentes®®®. Um
estudo realizado por Faber e colaboradores, 2013, mostrou a eficiéncia do processo
enantioconvergente utilizando 2 enzimas isoladas: sec-alquilsulfatases PISA1, capaz de
catalisar a hidrolise de (alquil) ésteres de sulfatos a partir da clivagem da ligagao C-O,
facilitando o ataque nucleofilico da agua por um mecanismo de substituicdo nucleofilica
bimolecular causando a inversao de configuragdo do atomo de carbono quiral, e a PAS,
que catalisa a clivagem da ligacao S-O, mantendo a configuragdo do carbono quiral,

como apresentado na Figura 12%.

PISA1 Sulfatase
(Inversao de configuragao)

_-S0sNa_~TisHel pHs

R1/(5}32 OH
+

+

2-
+ SO4 + H + Na
_S03Na Rz

)\ Tris/HCI pH8

PAS Sulfatase

(Retengéao de configuragao)

Figura 12: Mecanismo do processo enantioconvergente para obtencao de (R) alcodis
secundarios utilizando 2 enzimas isoladas PISA1 e PAS.

A utilizacdo dessas duas enzimas em um Unico frasco reacional proporcionou a
obtencdo de alcodis secundéarios com altos valores de ee a partir de mistura racémica
de ésteres de sulfato.

Outro exemplo de aplicagcdo de desracemizacao foi estudado por Houiene e
colaboradores 2013, na obtengédo de (S)-carbindis arilalquilicos através da hidrolise
enzimatica enantiosseletiva de alguns acetatos benzilicos secundarios seguido da
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esterificacdo de Mitsunobu do alcool formado (Figura 13), proporcionando no final do
processo (S)-acetatos com ee variando de 75% a 99% e rendimentos de 70% a 89%°.

CAL-B/Na,CO, PPh,, DIAD
+ > + - >
Tolueno, 40°C Acido acético
Aco  H Hq/<H
Ar (R R Ar (R R

Figura 13: Mecanismo de desracemizacao de carbindis arilalquilicos por

hidrélise enzimatica enantiosseletiva seguida de esterificacdo de Mitsunobu.
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2-Objetivos
Este projeto teve por objetivos:

e Desenvolver estudos para efetuar a desracemizagdo por estereoinversdao de
alcodis secundarios (Figura 14) empregando células de apenas um
microrganismo (especialmente Saccharomyces cerevisiae (Aldrich) e Candida
albicans CCT 5847/18804 adquirida da Fundagdao André Tosello) existente em
nossa colegao.

e Encontrar estruturas de alcoois secundarios mais adequadas para obter a
estereoinversao com elevada taxa de conversdao e enantiosseletividade por
variacao estrutural, com diferentes grupos retiradores de elétrons nas posicoes a
e B a hidroxila.

e Otimizar as condicbes experimentais para obter melhores resultados, como
variar o tempo de incubacdo, quantidade de substrato, uso de material

adsorvente como resina Amberlite XAD-7 ou matriz de celulose.

OH o OH ﬁ
o LI
CHg @ O/\CHS
Cl
rac-4 rac-6

rac-2

OH |c|> OH OH
o)
\/CHS
0" CH, O |
(|)| o)
rac-8 rac-11 rac-15

Figura 14: Estrutura dos alcodis que foram estudados.
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3-Resultados e discussao
3.1-Preparacao dos padroes.

A preparacao dos alcoois com NaBH,4 consiste em um ataque nucleofilico
do hidreto proveniente do borohidretode sédio a carbonila da cetona pro-quiral,
podendo se ligar pela face Re ou Si, formando uma mistura racémica do alcool
produto. A reacdo mostrou-se eficaz e rapida possibilitando a obtencdo dos
padrbes dos alcodis (Figura 14) para o estudo de desracemizacao (Tabela 1).

O OH

CH, NaBH, oH,

Y

Etanol, 1 hora 2
1

Acetofenona 1-feniletanol
Figura 15: Reacédo de reducdo da acetofenona (1) com borohidreto de sédio
para preparagao do padrao 2.
Tabela 1: Preparo dos padrées de alcodis a partir da reducao das respectivas

cetonas com NaBH4 em etanol por cerca de 1 hora

Cetona Produto Conversao (%) Rendimento (%)
1 2 100 88
3 4 100 91
5 6 100 87
7 8 100 93
10 11 100 89
14 15 100 86

A reacdo de reducdo mostrou-se eficaz e rapida, visto que com
aproximadamente 1 hora todo o reagente fora consumido e o rendimento isolado da
sintese dos padrdes foram todos excelentes, superiores a 85%. Os padrdes preparados

pela redugcdo com NaBH4 estdo apresentados na Figura 16.
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)

OH ; OH (|3|
Cl
CHj @ O/\CHS
Cl
2 4

rac-6
rac- rac-
OH |C|) OH OH
0]
\/CH3

0" CH, O CHs |

|c|) o)
rac-8 rac-11 rac-15

Figura 16: Padrdes dos alcodis preparados por redugao das respectivas cetonas com
NaBHa.

3.2- 1-feniletanol (2)

A reducdo da acetofenona (1) (Figura 17) catalisada por células de
Saccharomyces cerevisiae foi estudada na presenca e auséncia de resina Amberlite
XAD-7 (Tabela 2).

|O OH
CHs S. cerevisiae . CHy
H,O, 30 °C, 180 rpm
1 (8)-2
Acetofenona (S)-1-feniletanol

Figura 17: Biorreducao de acetofenona (1) catalisada por S. cerevisiae tipo

Tabela 2: Reducéo de 1 catalisada por S. cerevisiae tipo I

Entrada Tempo (dias) Resina (mg) 1 (%) 2 (%) ee (S) (%)
1 1 400 87 13 nd
2 3 400 64 37 nd
3 4 400 60 40 92
4 1 0 83 17 nd
5 3 0 95 5 nd
6 4 0 91 9 nd

nd = ndo determinado. As entradas 1-3 correspondem a reac¢des independentes.



O experimento de biorreducdo de 1 na auséncia de resina apresentou baixa
conversao, cerca de 10% de formacao do alcool 2, enquanto na presenca da resina a
conversao aumentou para 40% com 4 dias de reagcdo. O ee maior que 90%, mostra a
estereosseletividade das ADHs do S. cerevisiae. Isso pode ser explicado pelo fato do
substrato ser liberado lentamente quando empregado a resina, facilitando a acédo das
enzimas (ADHSs), visto que a reacdo é realizada em meio aquoso, (meio em que o
substrato apresenta baixa solubilidade), também evita uma possivel inibicdo do
substrato a alguma enzima, pois a concentragdo deste no meio aquoso € sempre baixa.

Também foi realizado um estudo da reducdo de 1 adsorvido em matriz de
celulose (papel de filtro),que facilita a dispersédo do substrato no meio reacional (Tabela
3).

Tabela 3: Reducado da acetofenona adsorvida em matriz de celulose catalisada
por S. cerevisiae tipo Il

Tempo (dias) 1 (%) 2 (%) ee(S)(%)
1 61 39 94
2 34 66 92
3 25 75 93

Pode-se observar que com a adsorcado do substrato em matriz de celulose, a
reacao apresenta melhor conversdo comparado as condi¢es anteriores chegando a 74
% de formacéo de 2. A utilizacdo de matriz de celulose mostrou-se mais eficaz que a
resina e na auséncia de material adsorvente para o processo de biorreducéo de 1.

O estudo de desracemizacdao de 2 (Figura 18)foi realizado na presenca e
auséncia de resina hidrofébica XAD-7, utilizando acetona como cetona de sacrificio
(para reciclar o cofator), com as leveduras S. cerevisiae tipo | e Il, e com células de
Candida albicans. Para o S. cerevisiae tipo | e Il, Tabela 4 e Tabela 5 respectivamente,
foram observados o consumo do enantibmero(R)-2 e a formacdo da cetona 1, no
entanto o processo ocorreu lentamente, pouco enantiosseletivo e equilibrou-se como

pode se observar na Tabela 4.

17



S cerevisiae S. cerevisiae

©AR)2
_—
H 0, 30 °C, 180 rpom H,0, 30 °C, 180 rpm
OH (S-2
CHjy
(5)-2

Figura 18: Desracemizagao de 2 com S. cerevisiae.

Tabela 4: Estudo da desracemizacao de 2 com S.cerevisiae tipo | na presenga e

auséncia de resina Amberlite XAD-7

Entrada Tempo (h) Resina (mg) 1 (%) 2 (%) ee(S) (%)
1 9 0 6 94 18
2 24 0 16 84 nd
3 48 0 24 76 nd
4 120 0 28 72 20
5 360 0 0 100 20
6 48 400 20 80 18
7 72 400 32 68 nd
8 96 400 36 64 28
9 150 400 35 65 20

nd = ndo determinado. As entradas 6-9 correspondem a reagdes independentes.

As alcool desidrogenases provenientes do S. cerevisiae tipo | oxidam o alcool 2
pouco seletivamente, formando 1, progressivamente. Com 5 dias de reacéo
observou-se formacao de aproximadamente 30 % de 1, no entanto o0 2 remanescente
apresentou um baixo ee. J& com 15 dias de reagédo toda a cetona que havia sido
formada foi reduzida observando-se 100% do alcool 2, com ee de 20%. Na presenca
de resina, o comportamento foi similar, todavia mais lento. A oxidacdo de 2
apresentou-se pouco seletiva e com 15 dias de reacdo observou-se quase 65% do

alcool 2 com ee de 20%.



Tabela 5: Desracemizacgao de 2 com S. cerevisiae tipo |l na auséncia e presenca
de resina Amberlite XAD-7

Entrada Tempo (h) Resina (mg) 1 (%) 2 (%) ee (S) (%)
1 9 0 1 99 18
2 24 0 6 94 nd
3 48 0 13 87 21
4 120 0 68 32 nd
5 48 400 20 80 18
6 72 400 23 77 nd
7 96 400 28 72 nd
8 15 dias 400 35 66 20

nd = ndo determinado. As entradas 5-8 correspondem a reagdes independentes.

No estudo com S. cerevisiae tipo |l, também foi observado uma baixa
estereosseletividade da oxidagdo de 2. Na auséncia de resina a reacao se processa
mais rapidamente, com 5 dias de reacdo observou-se a formacdo de 68% de 1 no
entanto o alcool remanescente apresentou um baixo ee.

Diferente das cepas de S. cerevisiae, o estudo com a Candida albicans mostrou-
se bastante promissor, visto uma oxidacdo de 2 com alta enantiosseletividade e a
reducao estereosseletiva da cetona formada 1 (Figura 17). O resultado com C. albicans
obtida pelo Método A (Tabela 6) mostrou-se menos eficiente comparado ao

experimento com C. albicans obtida pelo Método B.
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Reciclagem
do cofator

P B

C albicans C. albicans

Figura 19: Desracemizacao de 2 catalisada por C. albicans. A etapa A consiste
na oxidacao do enantibmero (S)-2, gerando a cetona 1, deixando o enantidbmero (R)-2

intacto. Na etapa B, ocorre a redugéo de 1 obtendo 100% do enantiémero (R)-2.

Tabela 6: Estudo da desracemizagdo de 2 catalisada por Candida

albicans obtida pelo Método A e Método B

Método Tempo (horas) 1 (%) 2 (%) ee (R) (%)
3 40 60 87
24 36 64 96
A 48 23 77 95
120 46 54 nd
288 34 66 84
3 47 53 89
24 11 89 >99
B 48 13 87 nd
72 14 86 nd
240 100 0

nd = ndo determinado.

O experimento com C. albicans obtida pelo Método A apresentou em apenas 3
horas de reacao, a formacao de 1 em 40%, e o consumo deste com o tempo, chegando
a 23% de 1 em 48 horas de reacdo. As ADHs da C. albicans oxidaram majoritariamente
o enantibmero (S)-2, e 0 (R)-2 obtido apresentou ee de 96% com 24 horas de reacao.

Para esse experimento o melhor resultado foi apds 48 horas de reacao, pois apresentou
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77% do élcool (R)-2 ee 95%, o0 antipoda do &lcool obtido com S. cerevisiae. Deste
modo, conseguimos encontrar uma metodologia que nos fornece os dois
estereoisdmeros do 1-feniletanol com boa enantiosseletividade e conversao, por meio
de estereoinversdo empregando um unico biocatalisador.

O experimento da C. albicans obtida pelo Método B, mostrou-se ainda mais
eficaz comparado ao experimento anterior. Com apenas 24 horas de reacdo constatou-
se 89% do (R)-2 com ee>99%. Outro resultado interessante foi a oxidagao de 100% de

2 apos 10 dias de reagéao.
Para verificara influéncia de O, no processo de desracemizacgéao foi realizado o

experimento anterior em atmosfera de N, (Tabela 7 e Figura 18).

Tabela 7: Estudo da desracemizacdo de 2 em atmosfera de N, com Candida

albicans obtida pelo Método B

Tempo (horas) 1(%) 2 (%) ee(R) (%)
2 27 73 66
6 9 91 30
8 5 95 51
16 10 90 86
24 100 >99

100

—m— Acetofenona |
—e— 1-feniletanol
—A—ee

ee (%)

40

20

L 1 L 1 L 1 L 1 L
0 5 10 15 20 25

Tempo (h)

Figura 20: Progresso da reacdo de desracemizacao do rac-2 em atmosfera de

N2 catalisada por C. albicans preparada pelo Método B.
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E possivel observar que o processo de desracemizacdo independe de Oy,
indicativo que a etapa de oxidacdo do (S)-2 é catalisada por uma ADH e ndo uma
oxidase, também que o sistema de regeneracéao de cofator NAD(P)H independe de Oy,
pois com 2 horas de reagédo foi observado 27% de 1 e este foi consumido. Com 24
horas de reagdo ndo se detectou 1, apenas (R)-2 com ee superior a 99%. Caso o
sistema fosse dependente de O,, a reacao nao ocorreria.

Com o intuito de investigar o mecanismo da desracemizacao foi realizado
experimento utilizando (S)-2 com ee de 96% (Figura 22) (ao invés de rac-2) nas
condi¢cdes do experimento de desracemizagdo com C. albicans obtida pelo Método B
(Tabela 8).

OH

C. albicans :
CHy | ==————> CHy —— >
ADH 1 ADH
(5)-2 S-especifica R-especifica

NAD(P NAD(P NAD(P NAD(P)*

Figura 21: Estudo do comportamento de (S)-2 com C. albicans obtida pelo Método B.

Tabela 8: Estudo do comportamento de (S)-2 com C. albicans obtida pelo Método B

Tempo (horas) 1 (%) 2 (%) ee (%)
0 hora 100 96 (S)
1 dia 76 24 28 (R)
2 dias 70 30 50 (R)
8 dias 43 56 87 (R)

Observou-se que (S)-2 foi vagarosamente oxidado a 1. Apds 24 horas detectou-
se 76% de 1 e esse valor foi diminuindo com maiores tempos de reagdo pois 1 foi
lentamente reduzido a (R)-2, com 8 dias de reag¢do constatou-se 56% de (R)-2 com ee
de 87%. Resultado que comprova o mecanismo de estereoinversao proposto.

Este estudo proporcionou a obteng¢édo dos dois enantibmeros enriquecidos, o (S)-
2 a partir da reducéo do 1, com S. cerevisiae tipo Il, e o (R)-2 com a desracemizacéao de
rac-2 com Candida albicans ambos, com ee acima de 95%. Comparando os resultados

22



obtidos com os reportados na literatura, a desracemizacdao de 2 observada com C.
albicans supera a resolugédo cinética oxidativa de Silva et al. 2012, que obtiveram
apenas 50% do enantibmero (S)-2**, e apresenta maior viabilidade que a
desracemizacao quimio-enzimatica de Magallanes-Noguera et al. 2012, pois utilizaram
uma razdo massa de célula/substrato 4 vezes maior que a empregada neste trabalho e
por fazer ciclos de reducéo quimica de 1 com borohidreto de sédio para obter o rac-2%%.
Ja Nakamura et. al. 1995 observaram a desracemizagao de rac-2 com Geotrichum
candidum ap6s 24 horas de reacdo, 96% de rendimento do (R)-2 com 99% ee e sem
condicionamento prévio do microrganismo®, fato que exemplifica os diferentes

resultados utilizando microrganismos distintos.

3.2 —2-cloro-1-feniletanol (4)

A biorreducéo de 2-cloroacetofenona (3) (Figura 22) catalisada por células de S.
cerevisiae tipo |l foi realizada e os valores de conversao e ee na presenca e auséncia
de resina XAD-7 estdo apresentados na Tabela 9. A velocidade de reacdo foi maior
comparada a acetofenona, devido ao halogénio (grupo retirador de elétrons) estar
ligado a a carbonila, facilitando o ataque nucleofilico do hidreto proveniente do
NAD(P)H.

OH

Cl
(R)-4
(|:|) (R)-2-cloro-1-feniletanol

S. cerevisiae +
©/3\CI H,O, 30 °C, 180 rpm ?H
2-cloroacetofenona
Cl
(S)-4

(S)-2-cloro-1-feniletanol

Figura 22: Biorreducédo de 3 com células de S. cerevisiae tipo Il.
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Tabela 9: Estudo da reducao de 3 com S. cerevisiae tipo Il na auséncia e
presenca de resina XAD-7.

Entrada Tempo (dias) XAD-7 (mg) 3(%) 4 (%) ee (R) (%)
1 1 400 32 68 nd
2 3 400 7 93 58
3 4 400 7 93 nd
4 1 0 31 69 nd
5 3 0 17 83 31
6 4 0 2 98 58

nd = ndo determinado. As entradas 1-3 correspondem a reagdes independentes.

E possivel observar que na reducdo de 3 o emprego na resina pouco
influenciou na velocidade e na enantiosseletividade da reacdo. Para ambos o0s
experimentos, a conversao foi superior a 90% com 4 dias de reacado, todavia o
excesso enantiomérico nao superou 60%, o0 que indica uma baixa
estereosseletividade das ADHs frente a esse composto. Os resultados da
biorreducéo catalisada por células de C. albicans estdo apresentados na Tabela
10.

Tabela 10: Estudo da redugdo de 3 com Candida albicans obtida pelo
Método B

Tempo (horas) 3 (%) 4 (%) ee(R)(%)
3 0 100 50
24 0 100 51

A biorredugdo de 3 catalisada por C. albicans também apresentou alta
velocidade (3 horas) porém uma baixa enantiosseletividade ee de 50% de 4.

Para a desracemizacao de 4 foi realizado o estudo com o S. cerevisiae tipo
| e Il, e com células de C.albicans. O resultado observado foi que todas as
condicbes empregadas para facilitar a oxidacado do alcool 4 ndao foram bem
sucedidas.

Uma possivel explicacdo para o resultado obtido é a presenca do grupo

cloro a a hidroxila, que aumenta o carater eletrofilico do carbono, dificultando a
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saida de um hidreto. Como foi observado que a presenca do grupo halogénio a
facilita a redugéao da carbonila, € de se esperar que a oxidagao da hidroxila seja
dificultada.

3.3- 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila (6)

O 4-cloroacetoacetato de etila (5) possui uma carbonila bastante deficiente em
elétrons devido aos grupos retirados de elétrons, halogénio a e éster B. Por isso a
reducao da carbonila (Figura 23) ocorre rapidamente com S. cerevisiae tipo Il como
pode ser observada na Tabela 11.

OH (|)|
Cl\*/\
0" > CH,
(5)-6

(|)| (|)| (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila
O/\ CH, S. cerevisiae . +
5 H,0, 30 °C, 180 rpm OH O
4-cloro-3-oxobutanoato de etila al H ||
~ > O/\ CH

(R)-6

(R)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila

Figura 23: Reducao de 5 com S. cerevisiae tipo Il.

Tabela 11: Reducéo de 5 com S. cerevisiae tipo Il na presenca e auséncia de
resina XAD-7.

Tempo (h) XAD-7 (mg) 5 (%) 6 (%) ee(S) (%)
2 400 100 60
2 0 100 2

Com 2 horas de reacao ocorre a redugao total de 5, no entanto, na auséncia de
resina, o ataque nucleofilico do hidreto ocorre pelas duas faces da cetona, como pode
ser observado o baixo ee de 2%. A utilizacdo da resina proporcionou uma reducado mais
enantiosseletiva formando (S)-6 com ee de 60%.
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Baseado nos resultado de Ribeiro at al. 2009, que observou a formagéao de 63%
de (S)-6 com 81% ee, a reducao de 5 na presencga da resina mostrou-se mais eficiente
porém menos enantiosseletiva®.

A desracemizacao do rac-4-cloro-3-hidréxibutanoato de etila ndo foi observada
em nenhuma condi¢cdo empregada com S. cerevisiae ou C. albicans. Resultado idéntico
a outra haloidrina 4 estudada, provavelmente devido a dificuldade de remover um
hidreto do carbono ligado deficiente em elétrons a hidroxila.

3.4- 3-hidroxi-3-fenilpropionato de etila (8)

O beta-hidroxi-éster 8 foi obtido a partir da reducao de 7 com S cerevisiae tipo

Il (Figura 24).
(j)\ﬂ /\

S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila

| | | | S. cerevisiae .|.

0" CH, -
H,O, 30 °C, 180 rom
7 /\
3-fenil-3-oxopropanoato de etila OAA

S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila

Figura 24: Biorredugao de 7 com S. cerevisiae tipo Il.

A reducdo de 7 foi estudada na auséncia e presenca de resina XAD-7.
Observou-se que o composto 7 decompde-se nas condicbes empregadas para
analise em CG/EM, por isso a conversao de 7 a 8 foi analisada por CLAE (Tabela
12).
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Tabela 12: Estudo da reducgéo de 7 com S. cerevisiae tipo |l.

Tempo (h) XAD-7 (mg) 7(%) 8 (%) ee (S) (%)

1 0 79 21 62

2 0 64 46 53

6 0 45 55 56

9 0 44 56 45

26 0 26 74 54
400 94 6 1

400 91 9 10

48 400 66 34 28

Na auséncia da resina, a reducéo de 7 ocorreu rapidamente comparado ao
mesmo experimento realizado na presengca desta, no entanto a
enantiosseletividade da reacéao foi baixa obtendo o maximo de 62% de ee com 1
hora de reacdo, mesmo diminuindo a concentracdo de 7 no meio reacional a
seletividade ndo se aumentou.

O estudo de desracemizagédo de 8 (Figura 25) foi realizado com Candida
albicans obtida pelo Método A e Método B (Tabela 13)e com S. cerevisiae tipo |l
(Figura 26, Tabela 14).

OH
OH O|
OH
0" cH, o
OH O (S)-8 +
| O/\CH C. albicans (S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila  1-fenilpropano-1,3-diol
3 >
H,O, 30 °C, 180 rpm
rac-8 OH o
3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila |
CH, CHg
+
2 1
1-feniletanol 1-acetofenona

Figura 25: Estudo da desracemizacao de 8 com C. albicans.
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Tabela 13: Estudo da desracemizacao de 8 com Candida albicans obtida
pelo Método A e Método B

Método Tempo (h) 2(%) 1(%) 9 (%) 8(%) ee(S)(%)
3 1 99 14
A 24 2 3 95 56
48 10 68 22 nd
3 1 1 2 96 8
B 24 12 88 64
48 16 51 33
OH
OH (0]
0" cH, o OH
OH O (5)-8 +
| O/\CH S. cerevisiae (S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila  1-fenilpropano-1,3-diol
3 —
H,O, 30 °C, 180 rpm
rac-8 2 Ol o
3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila |
CHj . CH,
2 1
1-feniletanol 1-acetofenona

Figura 26: Estudo da desracemizacao de 8 com S. cerevisiae tipo Il.

Tabela 14: Estudo da desracemizacédo de 8 com S. cerevisiae tipo Il

Tempo (h) 2 (%) 1 (%) 9 (%) 8(%)  ee(S)(%)
9 2 3 95 17
24 4 2 10 84 63
48 6 8 13 73 9
72 6 18 17 59 94
120 4 40 12 44 46

No estudo com células de C. albicans observou-se uma baixa
enantiosseletividade das enzimas e uma grande formacéo do diol 9, com 48 horas de
reacao 68% de 9 estava presente na aliquota do experimento preparado pelo Método
A.

No processo de desracemizagdo de 8 com S. cerevisiae tipo |l, observou-se a
formacao de subprodutos proveniente da hidrélise do éster seguido da reducdo do
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acido carboxilico gerando o diol 9. Também a hidrélise do éster seguido da
descarboxilacdo gerou 2, que pode ser oxidado a 1. Com dois dias de reacao observou-
se 72% de (S)-8 e ee de 96%.

3.5- 4-fenil-2-hidréxifenilbutanoato de etila (11)
A reducao do alfa-ceto-éster 4-fenil-2-oxobutanoato de etila (10) foi estudada

com S. cerevisiae tipo Il (Figura 27), na presenca e auséncia de resina XAD-7 (Tabela
15).

OH
O\/CH3
(S)-11 (|l
” O\/CH3 S. cerevisiae . (S)-4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila
| H,0, 30 °C, 180 rpm +

10 O

4-fenil-2-oxobutanoato de etila WOH

3-fenilpropan-1-ol

Figura 27: Reducao de 10 com S. cerevisiae tipo |l.

Tabela 15: Estudo da redugéo de 10 com S. cerevisiae tipo

Entrada  Tempo (h)  XAD-7 (mg) 12 (%) 10 (%) 11 (%) ee(S)(%)
1 1 0 43 57 92
2 2 0 45 55 nd
3 1 400 26 60 24 nd
4 2 400 34 54 12 nd
5 6 400 81 13 6 nd

nd = ndo determinado. As entradas 3-5 correspondem a reac¢des independentes.

Na auséncia da resina, com apenas uma hora de reacao, todo ceto-éster 10 foi
consumido, formando cerca de 60% do alcool (S)-11, com ee de 92% e 45% de 12,
produto de hidrélise do éster e descarboxilacao seguida da reducdo da carbonila. Com
0 uso da resina, a redugéao foi mais lenta sendo observado com 6 horas de reagado 13%
do material de partida. O produto 12 foi observado em maior quantidade comparado ao
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experimento sem resina, com o apice de 81% apds 6 horas de reacdo. Pode-se
observar que o composto 11, é convertido a 12 com maiores tempo de reacao.

Desracemizacéao de 11 (Figura 28) foi estudada com células de Candida albicans
obtida pelo Método A e Método B (Tabela 16) e S. cerevisiae tipo Il (Figura 29 e
Tabela 17).

OH
OH : || O\/CHS
Ot S$11 0
” C. albicans (S)-4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila OH
rac-11 H,0, 30 °C, 180 rpm
4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila OH 13
12 + OH
3-fenilpropan-1-ol 4-fenilbutano-1,2-diol

Figura 28: Desracemizagéo de 11 com C. albicans.

Tabela 16: Desracemizacao de 11 com C. albicans obtida pelo Método A e
Método B

Método Tempo (h) 12 (%) 13 (%) 11(%) ee(S)(%)
3 100 41
A
24 100 71
5 3 100 91
24 29 23 47 83

O estudo realizado com células de C. albicans obtida pelo Método B apresentou
a desracemizacao de 11 com apenas 3 horas de reacao. Foi observado 100% de (S)-11
com ee maior que 90%, no entanto apds 24 horas de reagao foi observado 23% de 14,
subproduto de hidrélise de 11 e reducéao, e 29% de 12, produto de hidrélise seguido de
descarboxilacdo. Ja no experimento preparado pelo Método A, nao foi observado a
formacao de subprodutos com até 24 horas de reacado, porém o ee foi menor em 10
unidades de medida. Esse resultado indica a maior produgdo de hidrolases por C.

albicans com maior tempo de crescimento celular.
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OH O\/CH3
O CHs $11 0
|O S. cerevisiae (S)-4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila OH
rac-11 H,0, 30 °C, 180 rpm
4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila OH 13
12 + OH
3-fenilpropan-1-ol 4-fenilbutano-1,2-diol

Figura 29: Reagéo de desracemizagéo de 11 com S. cerevisiae.

Tabela 17: Desracemizacdo de 11 com S. cerevisiae tipo Il

Tempo (h) 12 (%) 13 (%) 11 (%) ee(S)(%)
1 --- --- 100 78
2 10 --- 90 85
4 20 --- 80 93

A desracemizagéo catalisada por S. cerevisiae também ocorreu rapidamente, foi
observado com 2 horas de reacao 90% de 11 com ee de 85%. Tempos maiores de
reacao geraram subprodutos como 12 e 13. Um estudo complementar para aprimorar o
processo de desracemizacao foi realizado, variando a atmosfera reacional e a
quantidade de massa celular como pode ser observado na Tabela 18.

Tabela 18: Variacdo de algumas condi¢cées na desracemizagédo de 11 com S.

cerevisiae tipo Il, com 2 horas de reacao

Massa (g) Atmosfera 11(%) ee (S) (%)
1,0 Ambiente 100 86
1,0 Argbnio 100 98
1,0 O, 100 88
1,56 Ambiente 100 88
2,0 Ambiente 100 73
3,0 Ambiente 100 80

O aumento da massa celular ndo teve aumento significativo na desracemizacao

de 11, no entanto a mudanga da atmosfera reacional aumentou o ee de (S)-11. Como
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foi observado no estudo de desracemizacao de 2 catalisado por C. albicans, o processo
ocorreu na auséncia de O, (secao 3.1). Nesse caso além de mostrar que o O, néo
participa do processo, 0 ee do produto aumentou com a mudanga de atmosfera para
argbnio e N, obtendo (S)-11 com ee de 98%. Além dos resultados apresentados com a
S. cerevisiae tipo I, também se observou um comportamento similar com C. albicans,
com apenas 2 horas de reacao em atmosfera de N, obteve-se 100% do (S)-11 com ee
de 96%. A auséncia de oxigénio molecular ndo impediu a desracemizacao o que indica
que a oxidagao de 11 ocorre por uma ADH (alcool desidrogenase) e ndo por uma
oxidase, e a oxidagcdo do cofator NAD(P)H também n&o ocorre por uma oxidase
dependente de oxigénio molecular®®. Comparando os resultados com os reportados por
Chadha et al. 2002, que obtiveram em 1 hora a desracemizagdo de 11 com C.
parapsilosis, nossa metodologia mostrou-se mais conveniente, pois o uso das células
de S. cerevisiae liofilizado, dispensa o uso de autoclave, meio de cultura para
crescimento, capela de fluxo laminar, ambiente estéril, ou seja, uma metodologia que

pode ser empregada em qualquer laboratério de quimica.

3.6- Mandelato de etila (15)

A reducgédo de 14 (Figura 30) foi estudada com S. cerevisiae tipo Il, e como outros

alfa-ceto-ésteres, a reacédo ocorreu rapidamente como apresentado na Tabela 19.

OH
I
@) CH

. . ~ 3

OVCHs S. cerevisiae . ||

| H,0, 30 °C, 180 rpm o)

O 14 (R)-15

fenil(oxo)acetato de etila (R)-fenil(hidroxi)acetato de etila

Figura 30: Reducao de 14 com S. cerevisiae tipo Il, produzindo o (R)-15.
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Tabela 19: Biorreducdo de 14 com S. cerevisiae tipo Il na presenca e

auséncia de resina XAD-7.

Entrada Tempo (h) XAD-7 (mg) 14(%) 15(%) ee (R)(%)
1 2 0 100 92
2 2 400 24 76 nd
3 6 400 13 87 92
4 16 400 0 100 96

nd = ndo determinado. As entradas 2-4 correspondem a reagdes independentes.

O experimento realizado na auséncia da resina mostrou-se mais rapido, com
100% de conversdo em (R)-15 ee de 92,4% apds 2 horas de reacdo. Na presencga de
resina com 16 horas de reagao observou-se o consumo de todo 14, e ee de 96,7% do
produto 15 formado. Pode-se concluir que 0 uso da resina ndo se faz necessaria, pois
diminui a velocidade de reducao por um aumento insignificante de ee.

O estudo de desracemizacao foi realizado com C. albicans (Figura 31 e Tabela

20) e S. cerevisiae tipo Il (Figura 32 e Tabela 21).

OH OH
O._CHs C. albicans ~_C

g H,0, 30 °C, 180 rpm ©A/ + OH

fenil(hidroxi)acetato de etila S)-fenil( hldrOX| acetato de etila 1-feniletano-1,2-diol

Figura 31: Desracemizagao de 15 com C. albicans.
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Tabela 20: Estudo da desracemizagao de 15 com Candida albicans obtida pelos
Métodos Ae B

Método Tempo (h) 16(%) 15 (%) %ee(S)

2 4 96 23
A 24 6 94 86

48 9 92 >99
2 3 97 13
24 12 88 92

8 48 21 79 >99
72 26 74 nd

nd = ndo determinado.

OH OH OH
O _-CHs S cerevisiae O.__CHs
Q H,0, 30 °C, 180 rpm (|3| + o
rac-15 (R)-15 16
fenil(hidroxi)acetato de etila (R)-fenil(hidroxi)acetato de etila 1-feniletano-1,2-diol

Figura 32: Desracemizacao de 15 com S. cerevisiae tipo |l.

Tabela 21: Estudo da desracemizacédo de 15 com S. cerevisiae tipo

Tempo (h) 16(%) 15 (%) %ee(R)
9 4 96 7
24 5 95 10
48 6 94 nd
72 8 92 2
120 12 88 27
240 100

nd = ndo determinado.

O experimento com C. albicans obtida pelo Método A apresentou resultados
excelentes. Observou-se 92% do (S)-15 ee>99% apds 48 horas de reacdo. Com as
células obtidas pelo Método B também se obteve o (S)-15 com ee>99%, porém obteve-
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se 23% do diol 16. Enquanto que a desracemizagdao com S. cerevisiae tipo || mostrou-
se ineficaz, todavia com 240 horas de reagao todo o alfa hidréxi-éster 15 foi convertido
ao diol 16. A partir do estudo realizado foi possivel obter o (S)-15 pela desracemizacao
com C. albicans e (R)-15 pela reducao de 14 com S. cerevisiae. A fim de comparacéo, a
desracemizacao de 15 observado no presente estudo é similar, no entanto um pouco
mais lenta, ao resultado reportado por Chadha et al. 2002, que obtiveram em 1 hora a
desracemizacao de 15 com C. parapsilosis®'.

35



4-Conclusoes

A utilizagdo de um unico microrganismo mostrou ser uma boa alternativa para
desracemizacao de alcodis secundarios, visto que dispensa a utilizacdo de enzimas
isoladas e uso de custosos cofatores. Alguns alcodis ndo foram possiveis de se
desracemizar, e as velocidades de oxidacao reducao, se diferem para cada substrato e
para cada microrganismo.

Obteve-se a partir da desracemizacao de 1-feniletanol 2 o (R)-1-feniletanol com
90% de conversdao e ee de 99% com C. albicans, e o (S)-2 pela redugdao da
acetofenona com S. cerevisiae tipo Il com 75% de conversédo e 96% de ee. Estudou-se
0 mecanismo de desracemizacdo de rac-2 e comprovou-se que ocorreu por
estereoinversao, catalisado por enzimas independentes de O,, provavelmente ADHSs.

Preparou-se o (S)-4-fenil-2-hidréxibutiratode etila 11 com 100% conversao e 98%
de ee a partir da desracemizacao de rac-11 catalisada por C. albicans e S. cerevisiae
com apenas 2 horas de reacao, o que € relevante, pois a producao do (S)-11 pode ser
realizada em qualquer laboratério de quimica, visto que o S. cerevisiae tipo Il é
liofilizado e dispensa uso de materiais esterilizados e uso de capela de fluxo laminar.

Obteve-se o (S)-mandelato de etila 15 com 88% de conversado e 92% de ee a
partir da desracemizacao de rac-15 catalisada por C. albicans e o (R)-15 com a reducao
do respectivo ceto-éster catalisada por S. cerevisiae. O (S)-3-hidroxi-3-fenilpropionato
de etila 8 foi produzido a partir da desracemizacao do rac-8 com S. cerevisiae tipo |l
apoés 2 dias de reacdo com 96% de ee e 75% de conversao.

Observou-se que substituintes retiradores de elétrons como um haleto alfa a
carbonila aumenta a velocidade de redugdo como 2-cloroacetofenona, cloro-
acetoacetato de etila, no entanto a desracemizacao dos respectivos alcodis, 4 e 6 nao
ocorreu.

Constatou-se diferencas no estudo da desracemizacdo com diferentes tempos
de crescimento celular da C. albicans de 24 e 72 horas, pois 0 microrganismo
encontrava-se em diferentes estagios de crescimento, produzindo quantidades
diferentes de enzimas como hidrolases, oxidases, ADHSs.

A desracemizacdo foi um processo fundamental no estabelecimento da vida*. A

metodologia apresentada nesta dissertacdo sugere um procedimento de simples
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execugao e que pode ser facilmente reproduzido para escala preparativa. Além disso,
trata-se de uma metodologia verde que atende aos principios de sustentabilidade
ambiental e que apresenta um baixo fator ambiental E (quanto menor o valor de E maior
é a sustentabilidade)*. O procedimento desenvolvido apresenta também 100% de
economia atémica, o que nao ocorre com a maioria dos procedimentos quimicos, além

de permitir que futuros estudos com substratos mais complexos sejam realizados.
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5-Parte experimental
5.1 — Aspectos instrumentais

5.1.1 - Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizados em Bruker
250 MHz, Advance 250 MHz e em Varian INOVA 500. Os deslocamentos quimicos (d)
do hidrogénio foram registrado em ppm, empregando o tetrametilsilano (TMS, 6=0,00
para 'H) como referéncia. Os deslocamentos quimicos de 'C foram registrados em
ppm, empregando como referéncia o cloroférmio deuterado (CDCls, & = 77,00).. As
analises foram realizadas pesando-se de 15 a 30 mg da amostra em 0,5 mL de CDCls.

5.1.2 - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

As amostras foram analisadas em cromatografo gasoso modelo GC/MS-QP5000
— Shimadzu acoplado a um detector de massas contendo uma fonte de ionizagao por
impacto de elétrons com energia de ionizacao de 70 eV ou em um Agilent Technologies
7890 A acoplado a um detector de massa 5975C, utilizando coluna capilar HP-5MS (30
m x 0,25 mm x 0,25 ym), operando com uma fonte de ionizagédo por impacto de elétrons
também de 70 eV. O fluxo de He foi mantido & 1,0 mL.min™", temperatura do injetor a
260 °C e detector a 280 °C, split 50:1. O método para separacao dos produtos foi:
Método 1: 80 °C por 1 min, 30 °C.min™" até 230 °C, 25 °C.min™" até 280 e manteve-se a
280 °C por 2 min (total 10 min).

5.1.3 - Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector por ionizacao de chama -
CG/DIC

As analises em CG/DIC foram realizadas em um cromatografo modelo Agilent
Technologies 6850, utilizando coluna capilar quiral Lipodex-E (28 mx0,25 mmx0,25
um). O fluxo permaneceu constante de Hx de 1 mL.min"', temperatura do injetor de
200°C e do detector 220°C.
Método 2: 50 °C, 2 °C.min™" até 130 °C, 10 °C.min™" até 180 e manteve-se a 180 por
2min (total 47 min).
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5.1.4 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises de CLAE foram realizadas em um cromatdgrafo Agilent Technologies
1200 series, utilizando coluna Supelco Astec celulose DMP 15 cm x 2,1 mm x 5 ym
obtida de Sigma-Aldrich.

Método 3: fase movel consistiu em uma mistura isocratica de
hexano/isopropanol na proporcéo 98:2, com fluxo de 0,5 mL.min™'. O detector de UV-Vis

monitorando a absorbancia em 215 nm.

5.1.5 - Métodos Cromatograficos

As separagbes cromatograficas em colunas foram realizadas com silica gel 203-
400 mesh da Merck com gradiente de eluicdo hexano/acetato de etila. As reacbes
foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) por meio de placas de
3 cm x 4 cm da Merck, suportada em aluminio com filme de silica gel 60 Fass. A
revelacdo dos compostos nas placas foi realizado por meio de irradiagéo ultravioleta em
um Spectroline modelo ENF-260C, com irradiacao a 254 nm.

5.1.6 - Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um Bomem MB-series FTIR-
Hartmann & Braun Michelson, na reagido de 650 a 4000 cm, utilizando filme de cloreto
de sodio.

5.1.7 - Rotacdo Otica
Os valores de [a]; foram medidos em um polarimetro 341 Pelkin Elmer,

utilizando cela de caminho 6tico de 1 cm.

5.1.8 - Procedéncia de reagentes
Os reagentes e solventes empregados para as sinteses e purificagoes foram
adquiridos comercialmente pela Sigma-Aldrich®.
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5.2 - Preparacao dos padroes

Os padrdes dos alcoodis estudados foram obtidos a partir da redugédo quimica das
cetonas comercias com borohidreto de sdédio (0.5 equivalente) em alcool etilico (5 mL
por mmol de substrato) em baldo de fundo redondo em banho de gelo por,
aproximadamente, uma hora. O consumo da cetona (material de partida) e formacao do
alcool (produto) foram observados por cromatografia em camada delgada, e apos o
termino da reacao adicionou-se solucdo de acido cloridrico 10%. O solvente foi
evaporado a pressao reduzida, e o residuo particionado com acetato de etila em funil de
separacdo por trés vezes. Adicionou-se sulfato de sédio anidro como agente

dessecante e por fim evaporou-se o solvente organico a pressao reduzida.

5.2.1 1-fenil etanol.
OH

CH,
2

1-feniletanol

Oleo incolor.

EM m/z(%): 122 (M*,13), 107 (100), 105 (18), 104 (15), 103 (11), 79 (94), 78 (26),
77 (64), 51 (25), 50 (11), 43 (24), 40 (17), 32 (16).

RMN'H (250 MHz, CDCl3) 6: 1,49 (d, 3H,J = 6,5 Hz), 4,89 (q, 1H,J = 6,5
Hz),7,25-7,37 (m, 5H)ppm.

RMN'™C (125 MHz, CDCls) 6: 25,2, 70,5, 125,4, 127,5, 128,5, 145,8ppm.

IV (fime em NaCl): 3356, 3029, 2973, 2884 cm™.

5.2.2 — 2-cloro-1-feniletanol

OH
Cl

4
2-cloro-1-feniletanol

Oleo incolor.
EM m/z (%): 156 (M*, 3), 107 (100), 105 (8), 91 (12), 79 (53), 78 (9), 77 (39), 51
(10).
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RMN'H (500 MHz, CDCls) 6: 2,69 (1H, largo, OH), 3,64 (dd, 1H, J=115Hz e
8,7Hz),3,74 (dd 1H, J= 11 Hz e 3,2 Hz), 4,89 (dd, 1H J= 8,7 Hz e 3,2 Hz) 7,32-7,38 (m,
S5H) ppm.

RMN'3C (150 MHz, CDCl3) 8: 50,9, 74,1, 126,1, 128,5, 128,7, 139,9 ppm.

IV (filme em NaCl): 3410, 3063, 3032, 2955 cm™.

5.2.3 — 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila
OH

|
Cl
6 O/\CH3

4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila

Oleo amarelo.

EM m/z (%): 166 (M*, 0), 123 (12), 121 (39), 118 (6), 117 (100), 113 (10), 89 (39),
81 (11), 79 (35), 75 (20), 71 (86), 60 (20), 45 (15), 43 (63), 42 (16),

RMN'H (500 MHz, CDCls) &: 1,28 (t, 3H, 7Hz), 2,58-2,68 (m, 2H), 3,2 (s, H, OH),
3,58-3,65 (m 2H), 4,19 (q, 2H J = 7 Hz), 4,23-4,30 (m, 1H) ppm.

RMN'3C (62,5 MHz, CDCl3) &: 14,1, 38,4, 48,1, 61,0, 67,9, 171,0 ppm.

IV (filme em NaCl): 3451, 2983, 1731 cm™".

5.2.4 - 3-fenil-3-hidréxipropanoato de etila

OH ﬁ
@M‘DA%
8

3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila

Oleo incolor.

EM m/z (%): 194 (M*, 18), 147 (9), 131 (14), 120 (17), 107 (100), 106 (42), 105
(89), 104 (12), 103 (15), 88 (19), 79 (61), 78 (20), 77 (70), 61 (10), 60 (16), 51 (22), 50
9), 43 (16).

RMN'H (500 MHz, CDCls) 8: 1,26 (t, 3H, J = 7 Hz), 2,67-2,85 (m, 2H), 4,17 (q,
oH, J=7 Hz), 5,13 (dd, 1H, J= 9 Hz e 4 Hz), 7,25-7,37 (m, 5H) ppm.
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RMN'C (150 MHz, CDCls) §: 14,2, 40,5, 60,1, 70,3, 125,7, 127,6, 127,8, 128,5,
128,6, 142,5, 172,4 ppm.
IV (filme em NaCl): 3436, 3063, 3031, 2981, 1733 cm™.

5.2.5 — 4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila.

OH
O.__CHs
11 (|)|

4-fenil-2-hidréxibutanoato de etila

Oleo incolor.

EM m/z (%): 208 (M*, 2), 117 (9), 105 (10), 104 (30), 92 (9), 91 (43), 77 (5), 76
(15), 44 (100), 40 (10), 32 (10).

RMN'H (500 MHz, CDCls) 8: 1,28 (t, 3H, J = 7 Hz), 1,93-2,16 (m, 2H), 2,67-2,83
(M, 2H), 4,11-4,22 (m, 1H), 4,21 (q, 2H, J = 7 Hz) 7,15-7,32 (m, 5H) ppm.

RMN'™3C (600 MHz, CDCly) 5: 14,2, 31,0, 36,0, 61,8, 69,7, 126,0, 1284, 128.6,
141,2, 175,2 ppm.

IV (filme em NacCl): 3455, 3027, 2929, 1732 cm™.

5.2.6 — Fenil(hidréxi)acetato de etila (mandelato de etila).
OH
O._CHs
L s
fenil(hidroxi)acetato de etila
Oleo levemente amarelo.
EM m/z (%): 180 (M*, 4), 108 (8), 107 (100), 105 (11), 79 (49), 77 (33), 51 (7).
RMN'H (250 MHz, CDCl3) &: 1,22 (t, 3H, J = 7 Hz), 4,10-4,30 (m, 2H), 5,15 (s,
1H), 7,25-7,41 (m, 5H) ppm.
RMN'C (600 MHz, CDCl3) &: 14,0, 62,2, 72,9, 126,1, 126,5, 128,4, 128,5, 128,86,
138,4, 173,7 ppm.
IV (filme em NaCl): 3451, 3033, 2983, 1732 cm™.
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5.3 — Crescimento dos microrganismos

A Candida albicans (CCT 5847/18804) foi adquirida da Colecao de Culturas Tropicais
da Fundacgéao Tropical André Tosello, Parque Taquaral, Campinas, SP.

As células de Candida albicans, utilizadas nos estudos de reducado e
desracemizacao, foram inoculadas em capela de fluxo laminar em meio de cultura YM,
estéril, de composicao: para 1000 mL de agua destilada: 10 g de glicose, 3 g de extrato
de levedura, 3 g de extrato de malte e 5 g de peptona.

O crescimento foi a 30 °C e 180 rpm em Shaker (Incubadora refrigerada
MARCONI) por 24 horas (utilizado no Método A) ou 72 horas (utilizado no Método B).
Apés o periodo de crescimento, a suspensao foi centrifugada a 3500 rpm por 30 min em
centrifuga (Novatecnica NT820), desprezou-se o sobrenadante, e coletou-se a massa
umida de células umidas que foi utilizada para as biotrasformagdes descritas nas
secoes 5.4 ¢ 5.5.

O S. cerevisiae tipo | e Il (obtidos comercialmente da Aldrich®) por serem
liofilizados ndo necessitaram de crescimento celular, apenas uma hidratagdo em agua
destilada a 40°C e j& estavam aptos a utilizagdo nas biotrasformacdes descritas nas
secoes 5.4 ¢ 5.5.

5.4 —Biorreducoes das cetonas

A reducao das cetonas (40-50 mg) foi realizada com 1 g de S. cerevisiae tipo | e
Il ou 3 gramas de célula umida de C. albicans (ver secao 5.3) em 10 mL de agua
destilada previamente aquecida a 40 °C. Os substratos foram introduzidos no meio
reacional adsorvidos em resina hidrofébica Amberlite® XAD-7. O processo de adsor¢ao
dos substratos em resina consistiu em dissolver os substratos em aproximadamente 1
mL de acetona, adiciona-los a resina e evaporar o solvente a pressao reduzida. A razao
de massa de resina : substrato foi similar a valores empregados em estudos anteriores®.
Nos experimentos em que o substrato foi adsorvidos em matriz de celulose, dissolveu
0s substratos em aproximadamente 0,5 mL de éter etilico e dispersou a solugcdo na
matriz de celulose, esta foi cortada em pequenos fragmentos e adicionados ao meio
reacional. E o0s experimentos em que ndo se empregou materiais adsorventes
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simplesmente dissolveu-se o substrato em 0,5 mL de etanol e adicionou-o a mistura. O
pH das reagdes manteve-se constante cerca de 5 levemente acido. As reacdes foram
acompanhadas por CG/EM e os excessos enantioméricos quantificados por CG/DIC e
CLAE.

5.5- Desracemizacao dos alcoois

Os experimentos de desracemizacdao foram realizados com a suspensdao do
microrganismo em agua destilada que permaneceu por 2 dias em condicionamento a 30
°C e 180 rpm. Em experimentos de pequena escala foram utilizados 1 g de massa seca
de S. cerevisiae tipo | e |l suspensas em 10 mL de agua destilada e incubacao a 30 °C
e 180 rpm por 2 dias (condicionamento).

Para o estudo com C. albicans foram suspensos em 10 mL de agua destilada 3 g
de massa Uumida de células que tiveram tempos de crescimento em meio YM de 24
horas (denominado Método A) e 72 horas (denominado Método B) como descrito na
secao 5.3.

Os substratos (40-50 mg) foram introduzidos ao meio reacional apds os 2 dias de
condicionamento em agua destilada, dissolvidos em acetona 5% v/v, ou adsorvidos em
resina XAD-7 ou adsorvidos em matriz de celulose (papel de filtro), este cortado em
pequenos fragmentos. Em todos os casos foram adicionados 5% v/v de acetona. O pH
das reagbes manteve-se constante cerca de 5 levemente acido. As reagbes foram
acompanhadas por CG/EM e o excesso enantiomérico quantificados por CG/DIC e
CLAE.

Para os experimentos em atmosfera de argdnio e Nz a suspenséo de células em
agua destilada foi mantida com fluxo continuo dos respectivos gases por
aproximadamente 2 horas antes de adicionar os substratos e durante a reacdo. Para a
reacdo em que houve adicao de O, foi mantido um fluxo continuo de ar comprimido no
meio reacional por aproximadamente uma hora antes da adicdo dos substratos e
também durante toda a reagéo.
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5.6 — Alcodis enantiomericamente enriquecidos:

5.6.1 — (S)-1-feniletanol
OH

(5)-2

(S)-1-feniletanol

Foi obtido a partir da reducdo da acetofenona adsorvida em matriz de
celulose catalisado por S. cerevisiae tipo Il apés 3 dias reacdo. Extraiu-se o
produto com acetato de etila, utilizou-se sulfato de s6dio como agente dessecante
e evaporou-se o solvente a pressado reduzida. A purificacdo foi realizada por
cromatografia de adsorgcdo (cromatografia flash) o eluente foi uma mistura
hexano/acetato de etila 8:2. Ap6s a evaporacao do solvente a pressao reduzida
obteve-se o produto (S)-2 com rendimento de 60% e 96% de ee determinado por

CLAE Método 3 . [a]) =—44°(c=0,52, CHCly), lit. [a].} =—49° (c=0,52, CHCl3).

5.6.2 - (R)-1-feniletanol
OH

©/\CH3
(R)-2

(R)-1-feniletanol

Foi obtido a partir da desracemizacéo do rac-2 catalisado por células de C.
albicans obtida pelo Método B, apds 24 horas de reacao e sob atmosfera de Na.
Ao termino da reacgao realizou-se a extracao e purificacdo similar ao descrito na

secao 5.6.1. O rendimento da reacéo foi de 50% e o produto (R)-2 com ee de 98%

também determinado CLAE Método 3 apresentou [a];, = +55° (c=1,00, CHCly), lit.

[a]}) = +58° (c=1,01, CHCI3)**.
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5.6.3- (S)-3-fenil-3-hidréxipropanoato de etila

OH

(S)-3-fenil-3-hidréxipropanoato de etila
Foi obtido a partir da desracemizacao do rac-8 catalisado por S. cerevisiae

tipo Il ap6s 48 horas de reacdo, observou-se 73% de rendimento cromatogréfico e
96% de ee determinado por CLAE Método 3.

5.6.4 — (S)-4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila
OH

(S) 4-fenil-2-hidréxibutanoato de etila

Foi obtido por desracemizacao de rac-11 catalisada por S. cerevisiae tipo |l.
apés 2 horas de reacdo e sob atmosfera de argbnio. Ao termino da reacgéo
realizou-se a extragdo e purificagdo similar ao descrito na secao 5.6.1. O
rendimento da reacao foi de 60% e o produto (S)-11 com ee de 96% apresentou

[]}) = +16° (c=1,00, CHCly), lit.[er];) = +21° (c=1,00, CHCI3)%. Também foi possivel
obter (S)-11 por desracemizacao de rac-11 catalisada por C. albicans obtida pelo

Método B apdés 2 horas de reagdo e o rendimento foi de 65%. O ee foi
determinado por CLAE Método 3.

5.6.5 — (R)-mandelato de etila
OH

(R)-15

(R)-fenil(hidroxi)etanoato de etila

Foi obtido a partir da reducédo de 14 catalisada por S. cerevisiae tipo Il apos

1 hora de reagdo. Ao termino da reacdo realizou-se a extragdo e purificacao
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similar ao descrito na secao 5.6.1. O rendimento da reacao foi de 60% e o produto
(R)-15 com ee de 96% apresentou [a ], =—132°(c=1,00, CHCl), lit. [a];’ =-138°
(c=1,00, CHCI3)"°. O ee foi determinado por CLAE Método 3.

5.6.6 — (S)-mandelato de etila

OH

(S)-fenil(hidroxi)etanoato de etila

Foi obtido a partir da desracemizacao de rac-15 catalisada por células de C.
albicans obtida pelo Método A apds 48 horas de reagdo. Ao termino da reacao
realizou-se a extracdo e purificagdo similar ao descrito na secao 5.6.1. O

rendimento da reacgao foi de 50 % e o produto (R)-15 com ee de 96%, determinado
por CLAE Método 3.
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Anexos I: Espectros de RMN, IV e massas.
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Espectro 1: Espectro de RMN de 'H (250 MHz) de 1-feniletanol (2).
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Espectro 2: Espectro de RMN de '*C (125 MHz) de 1-feniletanol (2).
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Espectro 14: Espectro de RMN de '*C (150 MHz) de 3-fenil-3-hidréxipropanoato

etila (8).
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Espectro 19: Espectro de massas (El, 70 eV) de 4-fenil-2-hidréxibutanoato de etila
(11).
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Espectro 20: Espectro de IV (filme) de 4-fenil-2-hidroxibutanoato de etila (11).
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Espectro 21: Espectro de RMN de "H (250 MHz) de fenil(hidréxi)acetato de etila (15).
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Espectro 22: Espectro de RMN de '3C (150 MHz) de fenil(hidréxi)acetato de etila (15).
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Espectro 23: Espectro de massas (El, 70 eV) de fenil(hidroxi)acetato de etila (15).
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Espectro 24: Espectro de IV (filme em NaCl) de fenil(hidroxi)acetato de etila (15).
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Anexo Il - Cromatogramas
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Cromatograma 1: Separacao de rac-2 por CLAE.
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Cromatograma 2: Analise de 2 por CLAE apds biocatélise: (A) (R)-2, (B) (S)-2.
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Cromatograma 3: Separacao de rac-4 por CLAE.
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Cromatograma 4: Separagéao de rac-6 por CG-DIC.

63



el OH O
A B
1 ¥ S B F
1 A OH O
1750 ] o7 CH 1
] ] 0" > ch,
1500 ] § 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila 500 | (S)-8
J o -
(S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila
1250 i 400 <
] [} i
k=] k-]
3 3
% 1000 5 @ i
3 g 300
oy 4 L 4
£ 1 £
750 —
] 07
500 + =
250 o
] Btaw BN |l
] &~ % s | @ ¢
0__ o - ¢ < p :
5 5
Tempo (min) Tempo (min)

Cromatograma 5: (A) separacao de rac-8 por CLAE e (B) (S)-8 enriquecido apos

biocatalise.
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Cromatograma 6: (A) separacdo de rac-11 por CLAE e (B) analise do (S)-11 apéds

biocatalise.
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Cromatograma 7: Separagao de rac-15 por CLAE.
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Cromatograma 8: (A) analise de (R)-15 por CLAE apoés biocatélise e (B) analise de

(S)-15 apbs biocatalise.
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