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RESUMO

Os élcoois terciarios propargilicos sdo importantes blocos construtores de interesse
da industria farmacéutica. No entanto, a sintese enantiosseletiva dos mesmos ainda
€ um grande desafio para os quimicos organicos sintéticos. A resolugcédo cinética
enzimatica desses alcoois, via transesterificacéo, foi pouco explorada e nao existe até
0 presente momento uma metodologia de resolugdo cinética dindmica para tais
compostos. Neste contexto, o presente trabalho visou o desenvolvimento de uma
metodologia de resolucdo cinética dinamica quimioenzimatica para a obtencédo de
alcoois terciarios propargilicos enantiomericamente puros utilizando um sistema
composto por uma lipase e um catalisador heterogéneo de vanadio. Neste sistema
catalitico, a enzima foi responséavel pela etapa enantiosseletiva e o catalisador de
vanadio pela etapa de racemizacao. O substrato modelo utilizado foi o 2-fenil-3-butin-
2-ol, por ser 0 mais explorado em trabalhos anteriores. Inicialmente, foi realizada uma
triagem com uma série de lipases disponiveis comercialmente, utilizando o acetato de
vinila como doador de acila e heptano como solvente. A Unica enzima que demonstrou
atividade perante o substrato, entretanto, foi a lipase A de Candida antarctica (CAL-
A), o que corrobora com os resultados da literatura. Em seguida, foram investigados
os efeitos dos demais componentes envolvidos na resolugéo cinética: temperatura,
solvente, identidade e concentracdo do doador de acila e carga de enzima. O melhor
resultado foi obtido utilizando um sistema composto pelo substrato, CAL-A, butirato
de vinila e isooctano a 30 °C, no qual a conversao foi de 33% e o ee de 95% apds 48
horas. Outros alcoois terciarios com modificacdes em cada um dos substituintes do
substrato modelo foram investigados, embora nenhum deles tenha fornecido
resultados promissores. Foram realizadas também tentativas de combinar o protocolo
de resolucdo cinética desenvolvido com o catalisador de vanadio (VOSOas), mas
diversos fatores cooperaram para que o resultado fosse inferior ao anterior. Como
conclusao, foi desenvolvido um protocolo inédito para a resolucao cinética do 2-fenil-
3-butin-2-ol, com melhoria frente ao tempo de reacao e utilizacdo da CAL-A disponivel

comercialmente.

Palavras-chave: alcoois terciarios propargilicos; resolugcdo cinética; lipase;

catalisador heterogéneo de vanadio.



ABSTRACT

Propargyl tertiary alcohols are essential building blocks for the pharmaceutical
industry. However, their enantioselective synthesis is still a great challenge for organic
chemists. The enzymatic kinetic resolution of these alcohols via transesterification was
little explored, and there is no methodology of dynamic kinetic resolution employing
such compounds until now. In this context, the present work aimed to develop a
chemoenzymatic dynamic kinetic resolution protocol for obtaining enantiomerically
pure propargyl tertiary alcohols using a system composed of a lipase and a
heterogeneous vanadium catalyst. In this catalytical system, the enzyme was
responsible for the enantioselective step, while the vanadium catalyst was responsible
for the racemization step. The model substrate used was 2-phenyl-3-butyn-2-ol, for
being the most explored in previous works. Initially, a screening was performed with a
series of lipases, using vinyl acetate as the acyl donor and heptane as the solvent.
However, the only enzyme that showed activity towards the substrate was lipase A
from Candida antarctica (CAL-A), which corroborates the literature results. Then, the
effects of the other components involved in the kinetic resolution were investigated:
temperature, solvent, identity and concentration of acyl donor, and enzyme loading.
The best result was obtained using a system composed of the substrate, CAL-A, vinyl
butyrate, and isooctane at 30 °C, in which the conversion was 33% and the ee 95%
after 48 hours. Other tertiary alcohols with modifications in each of the substituents of
the model substrate were investigated, although none provided promising results.
Attempts were also made to combine the kinetic resolution protocol with the vanadium
catalyst (VOSOa), but several factors cooperated so that the result was inferior to the
previous one. In conclusion, an unprecedented methodology for the kinetic resolution
of 2-phenyl-3-butyn-2-ol was developed, with improvements in reaction time and using

a commercially available CAL-A.

Keywords: propargyl tertiary alcohols; kinetic resolution; lipase; heterogeneous

vanadium catalyst.
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1. INTRODUCAO

1.1. Alcoois terciarios

Os élcoois terciarios sao subunidades estruturais presentes em blocos
construtores de interesse das industrias farmacéutica, alimenticia e de quimica fina.
Estes compostos compdem uma ampla variedade de produtos naturais, como 0leos
essenciais de plantas aromaticas (CHEN; FANG, 1997).

O linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) (Figura 1) € um monoterpeno aciclico
muito importante para a indulstria, uma vez que é utilizado como ingrediente de
fragrancia ou aromatizante, principalmente na producéo de perfumes, cosméticos,
shampoos, sabonetes, detergentes e produtos de limpeza em geral (LETIZIA et al.,
2003). Além disso, o linalol é um intermediario na sintese da vitamina E e de
inseticidas de ectoparasitas de animais domésticos. Tamanha € a importancia deste
alcool, que seu consumo ao redor do mundo ultrapassa 1000 toneladas por ano
(APROTOSOAIE et al., 2014).

Figura 1. Estruturas dos enantibmeros do linalol

(R)-(-)-linalol (S)-(+)-linalol

As plantas geralmente produzem uma maior quantidade de um dos
enantiomeros do linalol, de modo que o aroma pode ser utilizado como um indicativo
do enantidmero presente (BONNLANDER et al., 2006). O enantibmero (S), por
exemplo, apresenta um aroma doce, herbaceo e floral, sendo encontrado no 6leo
essencial de coentro (Coriandrum sativum), enquanto o enantibmero (R) possui um
aroma mais amadeirado e semelhante a lavanda, podendo ser extraido do pau rosa
(Aniba rosaeodora) (APROTOSOAIE et al., 2014).

Outro importante alcool terciario para a inddstria, uma vez que apresenta
atividades antifingica, anticAncer e antioxidante, é o sesquiterpeno gossonorol (Figura
2), primeiramente isolado, em 1984, de algodoeiros (género Gossypium) e

posteriormente encontrado em diversas outras plantas, a exemplo da camomila
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(Chamomilla recutita) (ABECASSIS; GIBSON, 2010). Diferentemente do linalol, no
entanto, o gossonorol sempre foi encontrado na forma de uma mistura racémica,
mesmo sendo tdo abundante na natureza. Sua esséncia € descrita como forte e
levemente floral (GONZALEZ-LOPEZ; YUS; RAMON, 2012).

Figura 2. Estrutura do gossonorol

OH

1.1.1. Alcoois terciarios propargilicos

Os éalcoois terciarios propargilicos compdem uma classe de compostos de
grande importancia, uma vez que eles séo utilizados como sintons pelas indastrias
farmacéutica e agroquimica, e na sintese de produtos naturais, devido ao numero de
grupos funcionais nos quais os mesmos podem ser transformados (KOBAYASHI et
al., 2019; QIAN et al., 2019).

Essa classe de &lcoois terciarios € utilizada na sintese de N-heterociclicos,
como é o caso dos 1,2,3-triazois, que possuem atividade biolégica como: bactericida,
antialérgica e anti-HIV (HOSSEINZADEH et al., 2014). Diversos medicamentos
utilizados no tratamento antifungico pertencem a classe dos “azd6is” como o
cetoconazol, que apresenta um anel imidazolico e contém dois centros
estereogénicos, e do fluconazol, o qual possui dois anéis 1,2,4-triaz0is, mas nao é

quiral (Figura 3).
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Figura 3. Medicamentos antifungicos da classe dos “azois”
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Uma patente registrada em 2015 por Vaithiyanathan e colaboradores reporta
uma estratégia verde para a sintese de 1,2,3-triaz6is com atividade antifungica (Figura
4). Os materiais de partida utilizados foram os alcindis, grupo que inclui alcoois
propargilicos e alcoois com tripla ligagdo em outras posi¢cées. (VAITHIYANATHAN;
NAGA; ARUMUGAM, 2015).

Figura 4. Estrutura dos 1,2,3-triazdis com atividade antifungica
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A sintese do Efavirenz (Esquema 1) € outro exemplo, mais especifico, da
utilizacdo de alcoois terciarios propargilicos quirais como blocos construtores de
farmacos. Enquanto o enantibmero R desse composto ndo apresenta atividade
biolégica, o enantibmero S atua como inibidor da HIV transcriptase (NODA;
KUMAGAI; SHIBASAKI, 2018; PIERCE et al., 1998).
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Esquema 1. Alcool terciario propargilico precursor na sintese do Efavirenz
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1.2. Sintese enantiosseletiva de alcoois terciarios

Apesar da importancia dos &lcoois terciarios opticamente ativos para a
producdo de farmacos, a sintese assimétrica dos mesmos nao € uma tarefa trivial,
uma vez que as reducdes enantiosseletivas, muito utilizadas na sintese de alcoois
secundarios, ndo sdo opcbes a serem consideradas. Dessa forma, uma das
estratégias mais utilizadas consiste na formacéo de ligagcbes C—C através de adi¢cdes
nucleofilicas a cetonas pro-quirais (BIESZCZAD; GILHEANY, 2017). Além desse
método, existem outros como: conversao enantiodivergente de alcoois secundarios
quirais (STYMIEST et al., 2008), a-arilagdo de alcoois benzilicos (CLAYDEN et al.,
2009), substituicdo nucleofilica alilica diastereosseletiva (LEUSER et al.,, 2005),
abertura assimétrica de epoxidos (ELENKOV et al., 2007), resolugéo cinética quimica
(LU et al., 2012) e resolucéo cinética enzimatica (OZDEMIRHAN, 2017). O Esquema

2 representa de forma simplificada cada uma destas reacoées.

Esquema 2. Estratégias para a sintese enantiosseletiva de alcoois terciarios

Conversédo enantiodivergente de OH R! O Abertura assimétrica de
R1&JJ'H
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Dentre as metodologias citadas acima, a resolucdo de racematos, seja ela
quimica ou enzimatica, se destaca por ser um dos métodos mais utilizados pela
industria de quimica fina e farmacéutica para a obtencdo de compostos
enantiomericamente puros. A resolugcdo de alcoois secundarios € uma metodologia
muito bem estabelecida, porém a resolucdo de alcoois terciarios ainda é uma area

muito incipiente, principalmente a resolucéo cinética enzimatica.

1.3. Biocatdalise e Quimica Verde

Ao longo da historia, o processo de industrializacédo foi um grande catalisador
para o desenvolvimento da humanidade, tornando possivel o padrdo de vida visto
atualmente. As industrias quimicas tiveram um papel fundamental para o0 aumento da
qualidade de vida, uma vez que contribuiram (e continuam contribuindo) para o
aumento da producdo de alimentos, em virtude da fabricacdo de agrotéxicos e
fertilizantes; no setor de transportes, através da producédo de combustiveis; na saude
humana, por meio do desenvolvimento de medicamentos; na purificacdo da 4gua para
consumo; entre muitos outros. Apesar de todos esses beneficios, as industrias
também sédo diretamente responsaveis pelos impactos ambientais e pelo declinio dos
recursos do planeta (ACS Sustainable Chem. Eng., 2022).

Nesse sentido, no inicio da década de 1990, com a crescente a pressao da
sociedade e das autoridades sobre as industrias, surgiu a Quimica Verde, que pode
ser definida como o desenvolvimento de produtos quimicos, bem como dos processos
pelos quais sdo produzidos de modo a diminuir ou eliminar o uso e a geracao
substancias perigosas (ANASTAS; EGHBALI, 2009). Alguns anos depois, em 1998,
foi publicado o livro “Quimica Verde: teoria e pratica”, por Paul Anastas e John C.
Warner, conhecidos atualmente como os pais da Quimica Verde. Neste livro, foram
postulados os 12 principios da Quimica Verde (Figura 5), que consistem em fatores
importantes que devem ser adotados ao planejar um processo, de modo a prevenir
impactos ambientais (DE MARCO et al., 2019).
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Figura 5. Os 12 principios da quimica verde

Os 12 Principios
da Quimica Verde

. Prevencéo;

. Economia atdémica;

. Sintese de produtos menos toxicos;

. Desenvolvimento de produtos mais seguros;
. Solventes e auxiliares mais seguros;

. Eficiéncia energética;

. Fontes renovaveis de matéria prima;

. Evitar processos de derivatizagao;

9. Catalise;

10. Projetar para degradacéo;

11. Andlise em tempo real,

12. Quimica segura para a preven¢ao de acidentes.
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Um dos maiores problemas atrelados a grande formacao de residuos em
sintese organica sao respectivamente a utilizacdo de reagentes estequiométricos e o
grande namero de etapas necessarias para se obter o produto. Para contornar esta
situacao, aplicando os principios da Quimica Verde, uma das opc¢des seria a utilizacdo
da catalise, diminuindo os residuos gerados, ja que os catalisadores sao restaurados
apO0s uma reacao, podendo, em determinados casos, serem utilizados mudltiplas
vezes, e diminuindo também o numero de etapas do processo, pois reacdes de
protecdo e desprotecdo de grupos funcionais acabam se fazendo desnecessarias
guando os catalisadores sao regiosseletivos (SHELDON; WOODLEY, 2018).

Dentre as subclasses da catalise, a biocatalise destaca-se ainda mais do ponto
de vista sustentavel, uma vez que ndo envolve a utilizacdo de recursos nao
renovaveis, ao contrario dos catalisadores organometalicos, por exemplo, que em
geral empregam metais preciosos e pouco abundantes na crosta terrestre (PYSER et
al., 2021). A biocatalise pode ser definida como a utilizacdo de enzimas isoladas, livres
ou imobilizadas, ou ainda no interior de células de microrganismos, para a
transformacao de substancias quimicas (REGIL; SANDOVAL, 2013).

Além de contemplar o principio 9 da Quimica Verde (Catélise), a Biocatalise

também estd em conformidade com outros 8 principios, com excecdo apenas dos
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principios 3, 4 e 10, que sdo inerentes ao produto, e ndo ao processo em si. Muito
disso se deve a elevada quimio, regio e estereosseletividades das enzimas,
propriedades que dificilmente séo atingidas utilizando catalisadores quimicos. Logo,
0s biocatalisadores sdo sustentaveis, seguros, seletivos e economicamente viaveis
(SHELDON; BRADY, 2019). Devido a todos estes beneficios, os biocatalisadores vem
sendo cada vez mais explorados pelas industrias. Em 1990, havia 60 processos
biocataliticos em industrias pelo mundo, e este numero vem crescendo desde entéo.
Em 2002 eram 134, e em 2019, atingiu a escala de centenas (HECKMANN;
PARADISI, 2020).

Um dos exemplos de maior sucesso, foi aplicado pela BASF, e consiste na
utilizacao da lipase B de Candida antarctica em solventes organicos, para resolugdes
cinéticas dinamicas, a fim de se obter amidas enantiomericamente puras, o qual
geralmente é chamado de “Processo BASF” ou “ChiPros Technology” (Esquema 3).
A reacado é praticamente quantitativa e ainda pode ser realizada sem solvente. Em
2004, a producédo de aminas quirais em diversas plantas da BASF superou 1000
toneladas, e tal processo continua ativo até os dias atuais (HECKMANN; PARADISI,
2020).

Esquema 3. Processo BASF para a resolucéo cinética dinAmica de aminas secundarias com
CAL-B

o) o)
NH, /O\)]\o/\ HNJ\/O\ NH,
R "R? CAL-B imobilizada R17OR2 ¥ R1J\R2
Conv. = 50%
ee > 99%

Um exemplo mais atual foi aplicado pela Merck® em parceria com a Codexis®
na sintese do farmaco Islatravir, um medicamento utilizado no tratamento do HIV.
Trata-se de uma sintese enzimatica total, constituida de 5 etapas, nas quais as
enzimas envolvidas foram modificadas de modo que as atividades desejadas aos
respectivos substratos fossem atingidas (Esquema 4). Este processo mais eficiente
substituiu antigas rotas quimicas do farmaco, as quais possuiam o dobro de etapas,

inclusive com reagdes de protecao e desprotecao (BELL et al., 2021; Yl et al., 2021).
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Esquema 4. Representacédo reduzida da sintese enzimética total do Islatravir (Merck)
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1.4. Resolucao cinética enzimatica

A resolucao cinética (RC) enzimatica € uma estratégia biocatalitica baseada no
fato de que os enantibmeros de um determinado composto, sob a acdo de um
catalisador quiral (enzima), serdo convertidos aos respectivos produtos com
velocidades diferentes (kr # ks) (Esquema 5). Assim, numa resolucao cinética ideal, a
velocidade de conversédo de um dos enantidmeros deve ser muito maior que a do outro
(kr >> ks). Entdo, o produto do enantiomero favorecido e aquele que néo reagiu
podem ser separados por métodos tradicionais de purificacdo. Essa metodologia, no
entanto, conta com uma limitagcdo: o rendimento maximo atingido sera de 50%
(GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2005).

Esquema 5. Esquema gnérico de uma resolucao cinética

kr
(R) - Substrato »  (R) - Produto
Catalisador quiral

50% de rendimento
+ kg >> ks

(S) - Substrato  -----c-eeooiiiiiioennn » (S)-Produto
Catalisador quiral

As lipases séo as enzimas mais utilizadas nas resolu¢des cinéticas enzimaticas
de &lcoois secundarios, podendo catalisar tanto reagfes de hidrolise quando em meio
aguoso, quanto reacdes de transesterificacdo na presenca de um solvente organico e
de um doador de acila (de MIRANDA; MIRANDA; de SOUZA, 2015). O esquema 6
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ilustra ambas as reacbes caso o0 1l-feniletanol atue como substrato da

transesterificacdo e o acetato de 1-feniletila como substrato da reacéo de hidrdlise.

Esquema 6. Reacdes catalisadas por lipases (transesterificacédo e hidrélise)

Transesterificagao

0
OH )k OH
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)ko/\ ©/\ ©/‘\
> +
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(R)-1-feniletila
Hidrélise

)
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pa——_ I

acetato de _ H20 (R)-1-feniletanol acetato de
(rac)-1-feniletila (S)-1-feniletila

1.4.1. Lipases como biocatalisadores

As enzimas sao, em sua maioria, proteinas que atuam como catalisadores
biolégicos (com excecdo de algumas moléculas de RNA). Elas séo responsaveis pelas
reacfes metabdlicas, tanto de degradacdo, quanto de sintese das macromoléculas
nutrientes essenciais para 0s organismos vivos. Além disso, as enzimas sao
classificadas pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (do inglés,
International Union of Biochemistry and Molecular Biology - IUBMB), de acordo com o
tipo de reacdo que elas catalisam (Tabela 1). Essa classificacdo é feita a partir de
guatro numeros, sendo que o primeiro deles refere-se a classe da enzima, o segundo
a sua subclasse, o terceiro ao tipo de ligacdo que ela atua e o quarto ao substrato
natural dessa enzima (NELSON; COX, 2014).
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Tabela 1. Classificacdo das enzimas pela IUBMB

Numero | Nome da Classe Reacao Catalisada
1 Oxidorredutases |Transferéncia de elétrons.
2 Transferases | Transferéncia de grupos funcionais.
3 Hidrolases Hidrolise.
: Clivagem de ligagbes ou adigao de
4 Liases gem de igag ¢
grupos a ligacdes duplas.
Transferéncia de grupos numa mesma
5 Isomerases . . o
molécula produzindo isémeros.
Ligases Formacéo de ligagoes.
Movimentacdo de moléculas através da
7 Translocases
membrana celular, por exemplo.

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (NELSON; COX, 2014)

As lipases tém a numeracgdo EC 3.1.1.3. Dessa forma, elas pertencem a classe
das Hidrolases (3) e atuam nas ligac6es de ésteres (3.1), mais precisamente na
clivagem de ligacdes de ésteres carboxilicos (3.1.1). Na sua funcdo natural, elas
catalisam a hidrdlise de triacilgliceréis (3.1.1.3) em acidos graxos e glicerol, seja em
microorganismos, como fungos e bactérias, ou ainda em plantas e animais. Dessa
forma, elas apresentam aplicacdes nas industrias de detergentes, alimentos e
farmacéutica, além de serem utilizadas na producdo de biocombustiveis
(BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2005). As lipases apresentam a estrutura de
enzimas que pertencem a familia das alfa/beta-hidrolases, que sdo caracterizadas
pela presencga de oito folhas B centrais (com apenas a segunda antiparalela), sendo
as folhas B3 a B8 intercaladas por hélices a, apresentando uma triade catalitica
altamente conservada no sitio ativo, a qual € composta por residuos de serina,
histidina e aspartato/glutamato. Nesta estrutura, a serina catalitica fica localizada entre
a folha 35 e a hélice a seguinte, o residuo acido (aspartato ou glutamato) localiza-se
apos a folha B7 e o residuo de histidina entre a folha B8 e a hélice a proxima ao residuo
C-terminal, como pode ser observado na Figura 6. Além disso, outros dois
aminoacidos desempenham um papel importante durante o0 mecanismo catalitico das
lipases, sendo responsaveis por estabilizar os intermediarios tetraédricos através de
ligacBes de hidrogénio entre o oxigénio da carbonila do doador de acila e, na maioria
dos casos, os hidrogénios das amidas presentes no esqueleto proteico. Esses

aminoacidos compdem a cavidade oxianion (CASAS-GODOY et al., 2012).
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Figura 6. Representacdo esquematica da estrutura das alfa/beta-hidrolases e triade catalitica

aD

aE

Fonte: Adaptado de Casas-Godoy (CASAS-GODOQY et al., 2012)

O primeiro residuo da cavidade oxianion € aquele que sucede a serina catalitica
no pentapeptideo G-X1-S-X2-G, ou seja, X2. O segundo aminodacido, no entanto,
difere bastante, sendo responsavel por agrupar as lipases em trés diferentes classes.
Duas delas foram identificadas por Pleiss e colaboradores, e séo denominadas GX e
GGG(A)X. No tipo GX, uma glicina altamente conservada antecede o residuo que
compde a cavidade oxianion, enquanto no tipo GGG(A)X, o terceiro residuo de glicina
consecutivo ou um residuo de alanina que sucede duas glicinas compde tal cavidade,
onde X & um aminoacido hidrofobico (PLEISS et al., 2000). A terceira classe foi
descoberta posteriormente por Fischer e colaboradores e foi denominda Y. Nesse
caso, a ligacdo de hidrogénio é estabelecida pela cadeia lateral de um residuo
volumoso, geralmente tirosina ou aspartato (FISCHER et al., 2006).

O tipo de cavidade oxianion interfere diretamente nos substratos que sé&o
aceitos pela lipase: o tipo GX converte substratos menos impedidos estericamente,
mas com cadeia carbdnica longa ou média, e pode ser exemplificado pela lipase B de
Candida antarctica; o tipo GGG(A)X, como é o caso da lipase de Candida rugosa,

aceita substratos com cadeia carbdnica mais curta e estericamente mais impedidos,
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como alcoois terciarios; o tipo Y, encontrado na lipase A de Candida antarctica,
apresenta um sitio ativo mais largo e capaz de converter substratos mais volumosos,
e assim, também aceita alcoois terciarios (CASAS-GODOY et al., 2012).

Existe um motivo estrutural para essa diferenca de atividade quanto ao
substrato. Como observado na Figura 7, na classe GX, o oxigénio carbonilico do
aminoacido X estad voltado diretamente para o bolsdo de ligacdo, impedindo
estericamente a ligacdo de carbonos quaternarios. No caso de lipases e esterases do
tipo GGG(A)X, a maior flexibilidade conformacional imposta pelos residuos de glicina
faz com que o oxigénio nao fique mais voltado diretamente para o carbono a do
substrato, permitindo a sua ligacdo de forma efetiva (HENKE; PLEISS;
BORNSCHEUER, 2002).

Figura 7. Influéncia do oxigénio carbonilico da cavidade oxianion na ligagédo do substrato

GX GGG(A)X

< Tunel de ligagdo
do grupo acila
ger \
5 JBe R
- H Cavidade
HNZ - ¢ avi
(] 4:\ .. < 0 oxianion
H
NH
. R

Entrada para o bolsdo de
ligagdo

Fonte: Adaptado de (HENKE; PLEISS; BORNSCHEUER, 2002).

Uma das caracteristicas que atraem tanta atencdo para as lipases € a sua
capacidade em catalisar reacfes de extrema relevancia em sintese organica, como
as condensac0es aldodlicas (BIROLLI; FONSECA; PORTO, 2017), adicbes de Michael
(FAN et al., 2018), reacdo de Baylis-Hillman (TIAN; ZHANG; ZHENG, 2016) e
oxidacao de Baeyer-Villiger (MARKITON et al., 2016). O que torna isso possivel é uma
propriedade conhecida como promiscuidade enzimatica, a qual pode ser definida

como a capacidade de uma enzima de apresentar uma atividade inesperada. A
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promiscuidade enzimatica subdivide-se em trés categorias: (i) promiscuidade de
substrato, que € a habilidade de uma enzima de aceitar substratos diferentes de seus
substratos naturais; (ii) promiscuidade condicional, que se refere a capacidade de uma
enzima de trabalhar sob condi¢c6es nao-convencionais; e (iii) promiscuidade catalitica,
gue consiste na habilidade da enzima em catalisar reacées néo esperadas. As lipases,
por si sO, apresentam os trés tipos de promiscuidade, e isso se deve, principalmente,
a capacidade de elas permanecerem ativas em solventes organicos e nao
necessitarem de cofatores (DWIVEDEE et al., 2018).

A elevada enantiosseletividade dessas enzimas atrai a atencdo dos quimicos
organicos sintéticos. De acordo com uma regra empirica denominada “Regra de
Kazlauskas”, a configuragao favorecida de um alcool secundario quiral € aquela em
que, ao projetarmos a hidroxila orientada para tras do plano, o grupo mais volumoso
encontra-se a esquerda e o0 menos volumoso a direita (KAZLAUSKAS et al., 1990).
Dessa forma, no caso do 1-feniletanol, representado no exemplo abaixo (Figura 8),
observa-se que o enantibmero R se encaixa com maior eficiéncia ao sitio ativo, de
modo que a velocidade de conversdo do (R)-1-feniletanol sera maior que a do

enantidmero de configuracao S.

Figura 8. Aplicacdo da Regra de Kazlauskas para o 1-feniletanol

a) b)

Enantiémero
desfavorecido

Enantiémero
favorecido

(R)-1-feniletanol (S)-1-feniletanol OH HAC
= 3
g L

Cavidades do sitio ativo Cavidades do sitio ativo

1.4.2. Lipase A de Candida antarctica (CAL-A)

Ambas as isoenzimas Candida antarctica lipase, denominadas A e B, foram
originalmente isoladas da levedura Candida antarctica, a qual recebe este nome por
ter sido uma espécie primeiramente encontrada em sedimentos coletados a mais de

nove metros de profundidade do lago hipersalino Vanda, localizado na Antartica
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(MONTEIRO et al., 2021). Desde entdo, ambas as lipases foram purificadas, clonadas
e expressadas no fungo Aspergillus oryzae, o que proporcionou um aumento na
escala de producdo de ambas para utilizagcdo como biocatalisadores. Apesar de a
CAL-A (Figura 9) ndo ser tdo utilizada em sintese orgéanica quanto a CAL-B, que
possui um extenso escopo de substratos ja explorado, principalmente no que diz
respeito a resolucdo cinética de alcoois secundarios, ela ainda apresenta
propriedades Unicas e que a tornam um biocatalisador interessante (DE MARIA et al.,
2005). Dentre estas propriedades estdo a elevada faixa de pH na qual a CAL-A é ativa,
podendo atuar tanto em meio acido (pH 6,0), quanto em meio alcalino (pH 9,0), além
da termoestabilidade dessa enzima, que suporta temperaturas acima de 90°C, fato
que faz dela a lipase de maior estabilidade térmica j& registrada (MORTEN;
CHRISTENSEN, 2002).

Figura 9. Estrutura tridimensional da CAL-A

Fonte: PDB ID: 3GUU

Talvez, o fator que tenha atraido mais atencéo para a CAL-A, na verdade, seja
a sua atividade frente a substratos estericamente impedidos, como o0s alcoois
terciarios. Isso se deve principalmente ao sitio ativo desta lipase, que é mais
volumoso. A triade catalitica desta lipase € composta pelos residuos de serina na
posicdo 184, aspartato 334 e histidina 366. Os outros dois residuos importantes para

0 mecanismo reacional — a cavidade oxianion — sé@o, respectivamente, a glicina na
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posicdo 185, adjacente a serina catalitica, responsavel por estabilizar os
intermediarios através da amida presente no esqueleto proteico, e o aspartato 95, que
estabelece ligacdes de hidrogénio com a sua cadeia lateral ao invés do esqueleto
proteico, fato pouco comum entre as lipases (ERICSSON et al., 2008).

O ciclo catalitico da reacdo de transesterificacdo catalisada pelas lipases é
comum para todas as serina hidrolases, sendo composto por quatro etapas. O
Esquema 7 ilustra este ciclo utilizando a estrutura da CAL-A, o 2-fenil-3-butin-2-ol
como substrato e o butirato de vinila como doador de acila. Neste mecanismo,
primeiramente a histidina desprotona a serina catalitica, que vai atuar como nucleofilo
e atacar o carbono carboxilico do doador de acila, formando o primeiro intermediario
tetraédrico (A). Quando a carboxila é restaurada, ocorre a formacao do intermediario
acil-enzima e a liberagdo do enol correspondente a cadeia alcoxi do éster (B). Em
seguida, ocorre o ataque nucleofilico do alcool (principalmente aquele de configuracéo
favorecida, o (R)-2-fenil-3-butin-2-ol) a carboxila do intermediario acil-enzima,
formando um segundo intermediario tetraédrico (C). Por fim, a carboxila € novamente
restaurada, mas desta vez, o produto € liberado e a enzima esté pronta para um novo
ciclo catalitico (D) (ERICSSON et al., 2008).



Esquema 7. Ciclo catalitico da reacdo de transesterificacdo catalisada pela lipase A de
Candida antarctica
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Atualmente, uma das formas comercializadas da CAL-A é a imobilizada em
Immobead 150. Este suporte € um copolimero de metacrilato funcionalizado com
grupos epoxi, com tamanho médio de particula variando entre 150 e 300 um e poro
de 2-50 nm. Particularmente, o Immobead é interessante para a imobilizacdo de
lipases em funcgéo da sua hidrofobicidade, o que facilita o processo, dada a afinidade
destas enzimas pelo meio apolar, onde naturalmente atuam. NoO processo de
imobilizacdo, primeiramente a enzima € adsorvida a superficie do suporte, seguido
pela formacgéo de ligagbes covalentes entre grupos epoxi e a cadeia lateral de alguns
aminoacidos na superficie da enzima, como tidis presentes em cisteinas, aminas
primarias de lisinas, fendis de tirosinas, imidazéis de histidinas e, em menor
propor¢cao, carboxilas de apartatos e glutamatos (MATTE et al., 2017; GENNARI et
al., 2018).
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1.4.3. Resolucdao cinética de alcoois terciarios propargilicos

A resolucéo cinética enziméatica de alcoois terciarios propargilicos ainda € um
tema incipiente dentro da quimica organica e embora existam algumas metodologias
para a hidrélise de ésteres desses compostos, os exemplos de transesterificagdo séo
ainda mais escassos. Na década de 1990, foi publicado um dos artigos pioneiros com
a RC via hidrélise de ésteres de alcoois terciarios a-acetilénicos (propargilicos), no
qual a lipase de Candida cylindracea foi utilizada na resolugéo de racematos para uma
série de compostos, obtendo excessos enantiométicos de até 77% (O’'HAGAN; ZAIDI,
1994).

Em 2002, Bornscheuer e colaboradores publicaram um estudo comparando a
atividade de diversas enzimas na hidrélise de ésteres de alcoois terciarios, os quais
indicaram que cavidades oxianion do tipo GGG(A)X ou Y sdo mesmo essenciais para
obtencdo de &lcoois terciarios enantioméricamente enriquecidos. Dentre todas as
enzimas avaliadas, aquela que forneceu as melhores conversfées para o0 acetato de
2-fenil-3-butin-2-ila (1la) foi a esterase e Bacillus subtilis (HENKE; PLEISS;
BORNSCHEUER, 2002). Ao logo dos anos seguintes, mutantes de outra esterase de
Bacillus subtilis (BS2) foram muito estudadas, com o objetivo de elevar a

enantiosseletividade da enzima, como consta na Tabela 2 (HEINZE et al., 2007).

Tabela 2. Resolucgéo cinética via hidrolise com esterase BS2 de Bacillus subtilis e variantes

esterase BS2 de Bacillus subtilis

) . R, OH .
(wild-type ou variantes) S
A U X
pH 7.5, 37°C, DMSO (20% v/v) N

(a0 2a 1Ry 512 (7r2n
Esterase BS2 Substrato Converséao (%) | ee (%)
wild-type (rac)-1a 48 52
wild-type (rac)-2a 33 93
Variante G105A (rac)-1a 50 89
Variante G105A (rac)-2a 58 96
Variante E188D (rac)-1a 40 91

O primeiro protocolo de RC via transesterificagéo utilizando um alcool terciario

propargilico como substrato, mais especificamente o 2-fenil-3-butin-2-ol ((rac)-1), foi
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também publicado em 2002, por Bornscheuer e colaboradores. Nesse caso, a enzima
que apresentou maior a atividade foi lipase A de Candida antarctica (CAL-A), num
sistema contendo acetato de vinila como doador de acila e isooctano como o solvente.
Dois suportes de imobilizagdo foram testados: resina anionica (C1) e polipropileno
poroso (EP-100). Os resultados, a 20°C, para cada um dos casos constam na Tabela
3 (KRISHNA; PERSSON; BORNSCHEUER, 2002).

Tabela 3. Transesterificacdo do 2-fenil-3-butin-2-ol utilizando CAL-A em diferentes suportes
de imobilizacéo e acetato de vinila como doador de acila
0

o" )J\o/\ 0
- OO
Cal-A imobilizada

isooctano, 20°C

o
O
T

(rac)-1 (R)-1a (S)-1

Enzima Tempo (h) | Conversao (%) | ee 1la (%)
CAL-A-C1 48 21 95
CAL-A-EP-100 120 35 94

Em 2019, foi publicado por Béckvall e colaboradores, outro protocolo de
transesterificacdo para o substrato (rac)-1, com enfoque para o engenheiramento da
enzima CAL-A. A variante L367G, na qual o residuo de leucina 367 foi substituido por
uma glicina, apresentou a maior atividade para com o substrato, sendo ent&o aplicada
no protocolo de resolucdo cinética utilizando isooctano como solvente e butirato de
vinila como doador de acila. Os resultados s&o apresentados na Tabela 4 (LOFGREN
et al.; 2019).



34

Tabela 4. Comparacao entre a enzima CAL-A e variante L367G frente a transesterificacdo do
2-fenil-3-butin-2-ol

o]
OH /\)J\O/\ &\O)J\/\ “,
S ©>\ ' N
Cal-A (variante L367G/wild-type)

isooctano, 48h

(rac)-1 (R)>-1b (S)-1

Enzima Temperatura (°C) Conversao (%) | ee 1b (%)
CAL-A (wild-type) 30 1 n.d.
CAL-A (wild-type) 40 2 n.d.
CAL-A (wild-type) 60 4 n.d.
Variante L367G 30 11 n.d.
Variante L367G 40 18 96
Variante L367G 60 35 93

1.5. Resolucao cinética dinamica quimioenzimatica

Com o objetivo de superar a limitagdo quanto ao rendimento maximo de 50%
na RC e obter um rendimento quantitativo, foram desenvolvidos protocolos
combinando a RC classica com um processo de racemizacao in situ, dando origem a
resolucdo cinética dinamica (RCD). Para uma metodologia de RCD ter éxito séo
necessarios alguns pré-requisitos, sendo eles: (i) a resolucdo cinética deve ser
suficientemente enantiosseletiva (E = krapida/kienta = 20); (ii) deve haver compatibilidade
entre o agente de racemizacao e a enzima, (iii) a velocidade de racemizacéao precisa
ser ao menos dez vezes maior que a velocidade da reagcdo enzimatica; (iv) ndo pode
haver reacdo entre o produto de resolucdo cinética e o agente de racemizacao
(VERHO; BACKVALL, 2015). O Esquema 8 ilustra um exemplo de resolucéo cinética

dindmica utilizando o 1-feniletanol como substrato.
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Esquema 8. Resolucgdo cinética dindmica quimioenzimética do 1-feniletanol

X
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@]
OH OJ\
ks
___________________ >
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@]
S)-1-feniletanol acetato de (S)-1-feniletila
(S) )ko/\ (S)

Complexos de ruténio, paladio e iridio sdo muito utilizados como agentes de
racemizagcdo, embora tenham um custo elevado, sejam pouco ambientalmente
amigaveis e provenientes de fontes ndo renovaveis. Dessa forma, ao longo dos
altimos anos, vém-se desenvolvendo catalisadores mais sustentaveis, como € o caso
das zedlitas (WUYTS et al., 2003), das resinas acidas (MENDEZ-SANCHEZ et al.,
2015) e dos compostos de vanadio (TAKIZAWA; GROGER; SASAI, 2015). O sulfato
de vanadila hidratado, por exemplo, € amplamente disponivel, de menor custo e
ambientalmente mais benéfico se comparado aos complexos de metais de transi¢ao
(DE ALMEIDA et al., 2020).

Um processo de racemizacdo pode ocorrer por meio de varios mecanismos,
como via catalise enzimatica, substituicdo nucleofilica, reacfes de oxirreducdo ou
catélise &cido-base. No caso dos alcoois secundarios, geralmente sao utilizados
complexos de metais de transicdo e a racemizacao ocorre através de reacdes de
oxirreducao, onde ocorre primeiramente a oxidacéo do alcool a uma cetona pré-quiral
e em seguida a sua reducgdo. Para alcoois terciarios, porém, esse mecanismo é
invidvel, de modo que a Unica possibilidade seria através da clivagem da ligagéo C-O.
Nesse sentido, a reacdo poderia se proceder através da eliminacado da hidroxila e
formacdo de um carbocation, seguido pela adicdo de uma molécula de agua a este
intermediario, a qual ocorre sem estereosseletividade e leva a racemizacgéo do alcool
(GORBE; LIHAMMAR; BACKVALL, 2018).



36

1.5.1. Catalisador heterogéneo de vanadio para a racemizacdo de alcoois na

resolucéo cinética dinamica

A literatura reporta exemplos de resolucao cinética dinAmica quimioenzimatica
que combinam a lipase (catalisador quiral) com um catalisador a base de vanadio
(agente de racemizacao). Akai e colaboradores primeiramente reportaram a utilizacéo
do complexo VO(OSiPhs)s para a racemizagéao de alcoois alilicos via transposi¢éo-1,3
da hidroxila (AKAI et al., 2006). Por se tratar de um catalisador homogéneo, o
VO(OSiPhs)s foi posteriormente imobilizado no interior dos poros da silica mesoporosa
(3 nm), formando o catalisador V-MPS. Esta estratégia, além de possibilitar o reuso
do catalisador de oxovanadio, proporcionou um aumento da compatibilidade com as
lipases (EGI et al., 2013).

Uma alternativa mais barata e amplamente disponivel ao V-MPS é o sulfato de
vanadila (VOSOQa), outro catalisador heterogéneo (na forma de um solido cristalino)
gue ja foi utilizado como agente da racemizacéao de alcoois secundarios benzilicos em
protocolos de resolucao cinética dinamica (WUYTS et al., 2007; DE MIRANDA et al.,
2017; DE ALMEIDA et al., 2020). A reacdo se processa por um mecanismo via
formacdo de carbocétion (Esquema 9), onde ocorre primeiramente a coordenacéo da
hidroxila do alcool ao atomo de vanadio, seguido pela eliminacdo do grupo OH e
consequente formacédo de um carbocation. Esse ultimo, devido a geometria trigonal
planar, pode sofrer ataque nucleofilico por uma molécula de 4gua em ambas as faces,

culminando na racemizacéo do alcool (WUYTS et al., 2007).

Esquema 9. Mecanismo de racemizacgéao do (S)-1-feniletanol via formacao de carbocation
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Motivado pelos resultados promissores desses trabalhos, o nosso grupo de

pesquisa estudou a RCD gquimioenzimatica de alcoois secundarios benzilicos
utilizando a combinacgéo de dois catalisadores heterogéneos: o sulfato de vanadila e

a lipase B de Candida antarctica imobilizada em resina acrilica (Novozyme 435). Os
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melhores resultados encontram-se na Tabela 5 (DE ALMEIDA et al., 2020). Esta
metodologia foi aplicada a um escopo de &lcoois secundarios aromaticos e
heteroaromaticos, onde foram obtidos excelentes valores de conversdo e excesso
enantiomérico, além do reuso dos catalisadores por 4 ciclos reacionais.
Posteriormente, o sistema ainda foi aprimorado através da compartimentalizacao dos
catalisadores utilizando um simples tubo de teflon com microfuros, que permitiu 8
ciclos de reacdo sem perda de atividade e seletividade. Essa estratégia foi empregada
em funcdo da observacao de certa incompatibilidade entre a CAL-B e 0 VOSOa4 ap6s

longos periodos em contato mutuo (DE ALMEIDA et al., 2020).

Tabela 5. RCD quimioenzimatica de alcoois secundarios aromaticos e heteroaromaticos

Cal-B, VOSO,
heptano, 50°C

ASr,ubstrato R Conversao (%) | ee (%)
Ph Me 85 >99
p-MePh Me 87 >99
p-MeOPh Me 73 >99
p-FPh Me 79 >99
p-CFsPh Me 80 >99
Ph Et 74 >99
2-furano Me 88 >99

Outro obstaculo imposto pelos catalisadores de oxovanadio e que ja foi
observado no caso de alcoois secundarios propargilicos é a competicdo entre o
processo de racemizacgao e o rearranjo Meyer-Schuster, que resulta na formacéo de
aldeidos a,B-insaturado devido ao mecanismo de transposi¢ao-1,3 da hidroxila. Isso
ocorre porgue, quando o grupo OH se complexa ao vanadio e é removido, formando
o carbocation, o ataque de uma molécula de agua pode ocorrer tanto no carbono
anteriormente ligado a hidroxila, de modo a racemizar o alcool, quanto no carbono
terminal do alcino, formando um alenol, que por tautomeria, dara origem ao aldeido.
Para favorecer a recemizacao sobre o rearranjo, Akai e colaboradores realizaram um

estudo e identificaram que solvente tem forte influéncia no processo, ja que a
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utilizacao do trifluormetilbenzeno foi responsavel por suprimir a reacao indesejada e
acelerar a racemizacao, ao passo que o diclorometano beneficiou a formacéo do
produto lateral (KAWANISHI et al, 2019).

Além deste subproduto, o mecanismo &cido-base pelo qual ocorre a
racemizacdo na presenca de catalisadores a base vanadio, favorece reacfes de
eliminacado unimolecular, nas quais um proton € abstraido do carbono adjacente ao
carbocation, formando um alceno. Ambos os subprodutos foram identificados num
trabalho focado na racemizacéo de alcoois terciarios propargilicos utilizando resinas
acidas em meio aquoso, embora ndo haja evidéncia de que os mesmos subprodutos
sejam formados no caso dos alcoois terciarios propargilicos com catalisadores de
oxovanadio (GORBE; LIHAMMAR; BACKVALL, 2018). O Esquema 10 apresenta o
mecanismo de formacao dos produtos de eliminacao (5) e rearranjo (6 e 7) que podem

vir a competir com a racemizacao do substrato (rac)-1.

Esquema 10. Competicdo entre o processo de racemizacdo de racemizacdo de (S)-1 e
reacoes laterais de eliminacdo e rearranjo Meyer-Schuster
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1.5.2. Resolucdao cinética dinamica de alcoois terciarios

A resolucao cinética dinamica quimioenzimatica de alcoois terciarios € ainda
mais incipiente que a resolugéo cinética classica. O primeiro protocolo foi publicado
em 2020, pelo grupo de pesquisa do Professor Akai e trata-se de uma metodologia de
RCD quimioenzimatica voltada para um alcool terciario benzilico ciclico, utilizando um
sistema composto pela CAL-A e um catalisador heterogéneo de oxovanadio (V-
MPS4). A estratégia utilizada no trabalho consistiu em adicionar, inicialmente, apenas
a enzima, e apoés 48 horas, adicionar o agente de racemizacdo e uma nova carga de
enzima. Depois de mais 24 horas, ainda mais CAL-A foi adicionada, e o sistema foi
mantido sob agitacdo por 72 horas. Em seguida, os catalisadores foram filtrados, o
solvente evaporado a presséo reduzida e um novo ciclo se iniciou, repetindo todos os
passos realizados anteriormente, contabilizando um total de 312 horas de reagdao.
Esta estratégia, embora pouco viavel, foi essencial para driblar a perda de atividade
da lipase e maximizar o rendimento do éster até a faixa dos 77%, com ee superior a
99% (Esquema 11) (KUHN et al., 2020).

Esquema 11. RCD quimioenzimética de alcoois terciarios benzilicos ciclicos

O
OH )J\O/\

Cal-A
V-MPS4
éter diisopropilico
25°C, 312h

Neste sentido, dada a escassez de dados na literatura, o presente trabalho
prop6s o desenvolvimento uma metodologia de resolucdo cinética dinamica
quimioenzimatica visando a obtencdo de alcoois terciarios propargilicos
enantiomericamente puros através da combinagdo de dois catalisadores
heterogéneos disponiveis comercialmente: a lipase A de Candida antarctica
imobilizada em immobead 150, recombinante de Aspergillus oryzae, que atuara como
catalisador quiral, e o sulfato de vanadila hidratado, cujo papel € racemizar o

enantiomero menos favorecido e elevar o rendimento para valores superiores a 50%.
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5. CONCLUSAO

A primeira etapa deste trabalho se concentrou no estudo da resolucéo cinética
de um unico alcool terciario propargilico, onde foram realizadas diversas triagens,
incluindo um estudo da engenharia do meio reacional, no qual foram fixadas apenas
a concentracdo de substrato (rac)-1 e a enzima responsavel pela reacdo de
transesterificacdo enantiosseletiva, a lipase A de Candida antarctica (CAL-A), ao
passo que todos os demais parametros foram sucessivamente variados: temperatura,
solvente, identidade do doador de acila, carga de enzima e concentracdo do doador
de acila. Na melhor condicao, foi utilizado isooctano, seis equivalentes de butirato de
vinila, uma massa de enzima quatro vezes maior que a do substrato e temperatura de
30 °C. Apbs 48 horas de reacdo, (R)-1b foi obtido com 33% de converséo e 95% de
ee.

Este resultado representa avancos frente a trabalhos anteriores da literatura,
apesar de todos se limitarem a conversdes proximas a 35% e ee na ordem dos 94%.
Em comparagdo a metodologia desenvolvida por Bornscheuer e colaboradores
(KRISHNA; PERSSON; BORNSCHEUER, 2002), as vantagens se concentram
principalmente na eficiéncia do sistema, uma vez que obtivemos uma conversao
praticamente idéntica em menos da metade do tempo, utilizando uma razao
enzima/substrato 32 vezes menor, ou seja, uma quantidade de enzima bem menor foi
suficiente para converter a mesma quantidade de substrato ao respectivo produto de
interesse. Com relacdo ao artigo publicado mais recentemente por Backvall e
colaboradores (LOFGREN et al.; 2019), cujo foco era o desenvolvimento e aplicacédo de
uma CAL-A mutante (variante L367G) na resolucéo cinética de (rac)-1, os maiores
beneficios do nosso trabalho correspondem a utilizacdo de enzimas selvagens e
disponiveis comercialmente, que sdo economicamente mais viaveis, além de
temperaturas menores para obtencao de resultados similares.

Na etapa seguinte, foi avaliado um pequeno escopo de substratos, variando
separadamente cada um dos substituintes do substrato modelo e observando os
respectivos efeitos estéricos e eletrdnicos. No caso de (rac)-2, a substituicdo da metila
por um grupo CFs apresentou conversdo nula, indicando que um grupo retirador de
densidade eletronica proximo a hidroxila influencia diretamente na nucleofilicidade da
molécula, pois o alcool precisa de um par de elétrons prontamente disponivel para

atacar o intermediario acil-enzima. A limitacdo de (rac)-3, que possui um anel
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piridinico, diz respeito a solubilidade da molécula em solventes apolares, ja que foi
necessaria a utilizacéo de acetato de etila como solvente e o sistema, como observado
anteriormente, n&do responde bem a solventes polares, levando a uma converséo de
2% para este substrato. Por fim, a substituicdo do grupo etinil pela etila de (rac)-4,
reduziu a conversao para 3%, o que deve ser decorrente da livre rotacao da etila, que
impde um fator estérico adicional ao sistema. Logo, cada substituinte de (rac)-1 tem
um efeito benéfico ao sistema, tornando-o um substrato ideal para a CAL-A e
explicando o porqué de ele ser o mais utilizado em trabalhos anteriores.

Por fim, foram realizadas duas tentativas inéditas de desenvolvimento de
metodologia para a resolucéo cinética dinamica de um alcool terciario propargilico,
utilizando um sistema quimioenzimatico composto pela CAL-A e pelo sulfato de
vanadila. Na auséncia de compartimentalizagdo, ambos os catalisadores tiveram suas
atividades diminuidas devido ao contato fisico, resultando numa conversao de apenas
13%. Quando uma barreira fisica foi colocada entre os dois, a conversao aumentou
para 18%, mas foram observados subprodutos de eliminacdo e de rearranjo Meyer-
Schuster, favorecidos pelo carbocétion terciario formado como intermediario no

processo de racemizacgao.
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