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RESUMO

A tdo almejada meta global de desenvolvimento sustentavel pode ser facilitada, no
ambito dos processos quimicos, pelo uso de biocatalisadores nas reagdes de sinteses
organicas. O uso de sistemas em cascatas multienzimaticas propicia menor geragao
de residuos, uma vez que dispensa o isolamento e purificacdo dos intermediarios
sintéticos, reduzindo, desta forma, o consumo de produtos quimicos (especialmente
solventes), energia, espaco e tempo. As -hidroxiamidas s&o intermediarios sintéticos
que podem ser empregados como blocos construtores quirais na sintese de
ingredientes farmacéuticos ativos, polimeros, heterociclos, etc. Neste trabalho, foram
realizadas triagens com 3 diferentes classes de enzimas para serem utilizadas nas
reacbes em cascata, sendo: 13 nitrila hidratases disponiveis comercialmente, 7
cetorredutases sendo 4 de células integras de microrganismos (Bacillus cereus,
Lysinibacillus boronitolerans, Saccharomyces cerevisiae e MLH 15) e 3 enzimas
isoladas disponiveis comercialmente (Horse Liver, Recombinante e Saccharomyces
cerevisiae) e 9 w-transaminases sendo 5 expressas heterologamente (Aspergillus
terreus, Chromobacterium violaceum, Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria pomeroyi
e Vibrio fluvialis) e 4 enzimas isoladas comerciais (Aspergillus terreus, Aspergillus
fumigatus, Neosartorya fischeri e Penicillium chrysogenum) com a finalidade de
investigar a atividade e estereosseletividade dessas enzimas frente aos compostos
de interesse deste projeto. Nas triagens com nitrila hidratases, 4 enzimas
apresentaram grande potencial para catalisar a conversdo dos substratos
benzoilacetonitrila, rac-3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila e rac-3-amino-3-
fenilpropanonitrila nas amidas correspondentes com conversdes que variaram de 86
- >99%. Nao foi observada estereosseletividade para as enzimas nitrila hidratases. As
conversdes e ee dos microrganismos contendo cetorredutases com o substrato
benzoilacetonitrila foram de 5 - 26% e 87 - 92%, respectivamente, com formacgéao
predominante do enantidmero (S). Porém, a enzima cetorredutase isolada e
recombinante apresentou conversdo e ee >99 do enantibmero (S). Também foi
realizado um ensaio com o microrganismo Bacillus cereus e a cetorredutase
recombinante frente ao substrato 3-oxo-3-fenilpropanamida e nenhuma conversao foi
observada. Em relagdo as w-transaminases expressas heterologamente e as enzimas
isoladas nenhuma conversao foi observada frente ao substrato benzoilacetonitrila e 3-
oxo-3-fenilpropanamida. Entretanto, como algumas enzimas nitrila hidratases haviam
demonstrado grande potencial para a catalise dos trés substratos citados acima e uma
cetorredutase recombinante também havia apresentado excelente conversao e ee, o0
composto (S)-3-hidroxi-3-fenilpropanamida p6de ser obtido de duas formas diferentes
de reacdes em cascata a partir da reagcdo de reducdo/hidratacdo do substrato
benzoilacetonitrila. Na abordagem de reagbes em cascatas multienzimaticas
simultdnea a converséo foi de 83% e ee >99% e na abordagem de reacdes em
cascatas multienzimaticas sequencial a conversao foi de >99% e ee >99% em
condigbes ambientalmente amigaveis de reagdo e eliminando etapas de extragao e
purificagdo do intermediario. Portanto, essas metodologias mostraram-se promissoras
para o desenvolvimento de um processo sustentavel visando a obtencdo de
compostos versateis com elevada pureza enantiomérica.

Palavras-chave: rea¢cdes em cascata, f-hidroxiamida, estereosseletividade



ABSTRACT

The long-awaited global goal of sustainable development can be facilitated, in the
context of chemical processes, by the use of biocatalysts in the organic synthesis
reactions. The use of multi-enzymatic cascade systems results in less waste
generation, since it eliminates the isolation and purification of synthetic intermediates,
reducing the consumption of chemicals (especially solvents), energy, space and time.
S-hydroxyamides are synthetic intermediates which can be employed as chiral building
blocks in the synthesis of active pharmaceutical ingredients, polymers, heterocycles,
etc. In this work, three different classes of enzymes were used for the cascade
reactions: 13 nitriles hydratases commercially available, 7 keto reductases being 4
whole cells of microorganisms (Bacillus cereus, Lysinibacillus boronitolerans,
Saccharomyces cerevisiae and MLH 15) and 3 isolated commercially available
enzymes (Horse Liver, Recombinant and Saccharomyces cerevisiae) and 9 w-
transaminases, being 5 heterologously expressed (Aspergillus terreus,
Chromobacterium violaceum, Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria pomeroyi and
Vibrio fluvialis) and 4 commercially isolated enzymes (Aspergillus terreus, Asperqillus
fumigatus, Neosartorya fischeri and Penicillium chrysogenum) with the purpose of
investigating the activity and stereoselectivity of these enzymes with the substrates of
interest of this project. In the screening of nitrile hydratase, 4 enzymes showed great
potential to catalyze the conversion of the benzoylacetonitrile, rac-3-hydroxy-3-
phenylpropanenitrile and rac-3-amino-3-phenylpropanenitrile substrates into the
corresponding amides with conversions ranging from 86 -> 99 %. No stereoselectivity
was observed with these enzymes. Conversions and ee of the whole cells biocatalysts
containing keto reductases with benzoylacetonitrile were 5 - 26% and 87-92%,
respectively, with predominant (S)-enantiomer formation. However, an isolated and
recombinant keto reductase enzyme showed conversion and ee >99% of the (S)-
enantiomer. An assay was also performed with Bacillus cereus and the recombinant
keto reductase with 3-oxo-3-phenylpropanamide substrate and no conversion was
observed. In relation to the heterologously expressed w-transaminases and the
isolated enzymes no conversion was observed with benzoylacetonitrile and 3-oxo-3-
phenylpropanamide substrates. However, since some nitrile hydrates enzymes
presented great potential for the catalysis with the three substrates mentioned above
and a recombinant keto reductase afforded excellent conversion and ee, the building
block (S)-3-hydroxy-3-phenylpropanamide compound could be obtained in two
different approaches of cascade reactions from the reduction/hydration reaction of the
benzoylacetonitrile substrate. In the simultaneous multi-enzymatic cascade reaction
approach, conversion was 83% and ee> 99% and in the sequential multi-enzymatic
cascade reaction approach, conversion and ee was >99% in both steps, under
environmentally friendly reaction conditions and without step of extraction and isolation
of the intermediate. Therefore, these methodologies are promising for the development
of a more sustainable process toward the synthesis of versatile compounds with high
enantiomeric purity.

Key words: cascade reactions, B-hydroxyamide, stereoselectivity
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1. INTRODUGAO

A benzoilacetonitrila (1) é um substrato pro-quiral versatil devido as
possibilidades de interconversdo de seus grupos funcionais. Dessa forma, sua
estrutura molecular pode ser transformada em diversos blocos construtores com
variadas combinacgbes de funcionalizagbes (Esquema 1). Sendo assim, apresenta
uma gama de aplicagdes, como, por exemplo, na sintese dos farmacos fluoxetina e
analogos'’ e levamisol®, além de também poderem ser utilizados como precursores
na sintese de compostos de maior complexidade estrutural tais como, [3-

aminoalcoois® 4, heterociclos'®'8, polimeros'”-20, etc.

Esquema 1: Possiveis transformacdes do substrato 1 catalisadas por NHases, KRED
e w-TA

: o o :
: NH, 5
: o O OH :
: OH 2 ~~CN :
. ] .
. e Q .
[] I ]
. 9 z *g'{o 3 .
: o OH © :
: OH O KRED N KRED E
: . OH Nitrilase NHase * NH, .
: D — :
: 8 - 1 4 :
[] « Q, :
: dﬁ/ .\'D’g @\) :
" \k\ .v "
. N g .
: = :
NH, O 3 @ NH,
: T CN .
: x OH z * :
: NH, O :
. 7 > .
. * NH, .

Fonte: Autor, 2018
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A titulo de exemplo, o bloco construtor 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila (3) (Esquema 2)
pode ser utilizado como intermediario sintético na producdo da fluoxetina e

analogos.?2

Entretanto, os procedimentos tipicos de reducdo assimétrica de cetonas proé-
quirais para a sintese de alcoois e formagao de aminas primarias e a hidratagcao de
nitrilas para a obtencdo de amidas primarias apresentam caracteristicas pouco
atrativas do ponto de vista sustentavel*6 15162229 como, por exemplo, reagdo sob
alta pressado, uso de catalisadores metalicos (recursos n&o-renovaveis), atmosfera
inerte, etapa de purificagdo, geralmente excesso enantiomérico (ee) <99% e

possibilidade de contaminag&o do farmaco com tragos de metais pesados.3%:3

Esquema 2: Sintese da fluoxetina e analogos utilizando o bloco construtor 3

'd A
CFQ

@NNHME

(Fluoxetina)

o OH .
cn _KRED _ v :@
1 NAD(P)H NAD(P)" 5 NHMe

co-produto co-substrato RN (Atomoxetlna)

Regeneragdo doador - H e

do cofator
NHMe

mQ

Y (Nisoxetina)

Fonte: Adaptado de (HAMMOND, et al, 2007)?

Sendo assim, grandes esforgos vém sendo realizados para a obteng¢do dessa
classe de compostos. Xie e colaboradores? obtiveram o composto (S)-3-hidroxi-3-
fenilpropanamida (S)-4 por meio de hidrogenagao assimétrica do precursor 3-0xo-3-
fenilpropanamida (2) utilizando iridio como catalisador sob presséo de 15 atm e
atmosfera inerte com 20 horas reacionais e ee 98%. Wessjohann e colaboradores?
sintetizaram o composto 4 em sua forma racémica via reagdo de Reformatsky
catalisada por cromo sob atmosfera inerte. Gonzalez-Fernandez e colaboradores'®:16
obtiveram o composto 4 utilizando o substrato 1 em um processo one-pot com

condicdes reacionais mais brandas, porém, em sua forma racémica. Kitanosono e
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colaboradores?® sintetizaram o composto 3 e 4 utilizando sais de cobre e reagdes de
adicdo com boro com ee 81%. B-ceto amidas como o composto 2, sdo muito dificeis
de serem obtidas ou ndo s&o acessiveis pelos métodos convencionais'®32, além disso,
a grande maioria das metodologias sintéticas para a formacdo de amidas, sao

apropriadas para a obtencdo de amidas secundarias e terciarias.3?

Embora a sintese organica tenha atingido um elevado grau de desenvolvimento
nas ultimas décadas, os processos quimicos convencionais ainda necessitam de
grandes melhorias, principalmente tratando-se dos termos ecoldgicos e ambientais.3
Diante dessa questao de sustentabilidade, torna-se cada vez mais relevante explorar
o potencial celular ou até mesmo mimetizar a forma em que as reagdes ocorrem no
interior das células, pois as células sdao as fabricas quimicas mais eficientes

conhecidas®® onde as reagbes ocorrem em cascatas catalisadas porenzimas.

A biocatalise pode ser definida como a transformagao quimica de um substrato
nao-natural em um numero limitado de etapas catalisada por células integras ou
enzimas isoladas.3® O que a torna téo atrativa do ponto de vista sintético e ambiental
sdo as condigdes brandas de reacdo em que a catalise pode ocorrer. Na grande
maioria das vezes, a catalise ocorre sob pressdo e temperatura ambiente, solugcao
aquosa tamponada com pH proximo ao fisiolégico e utiliza pequeno ou nenhum
volume de cossolvente, para auxiliar na solubilizagdo do substrato.3”:38 Além disso, as
enzimas sao matérias-primas oriundas de fontes renovaveis, biodegradaveis e
potencialmente regio-, quimio- e enantiosseletivas na biotransformagdo de
substancias polifuncionalizadas.?”3® Dessa forma, evitam-se etapas de protecdo e
desprotecdo requeridas pela sintese tradicional e formacdo de subprodutos
provenientes de processos de isomerizacdo e rearranjos.3”%8 Portanto, ha

consideravel redugdo na geragao de residuos e consumo de energia.3%40

As reagdes em cascata sao consideradas uma abordagem promissora para a
sintese sustentavel de compostos que requerem mais de uma etapa de reacao3>41,
pois evitam a extragao e purificagao de intermediarios sintéticos. Dessa forma, ha uma
redugdo significativa na geracdo de residuos e custos para a industria?,
consequentemente, o consumo de produtos quimicos (especialmente solventes),

energia, espago e tempo é diminuido.343%
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As reacbes em cascata podem ser classificadas de acordo com varios
parametros, como, por exemplo, numero de etapas, numero de catalisadores, tipos
de catalisadores, tipos de reagdes redox, tipos das reacdes quimicas em cada etapa,
etc.*2 Todas essas requerem mais de um catalisador. No entanto, ha trés tipos de
reacdes em cascata que utilizam somente um catalisador, que s&o: (I) as reagdes
dominé em que a reagao ¢ iniciada por um catalisador e as etapas subsequentes
ocorrem espontaneamente, (1) reagdo sequencial catalisada, como, por exemplo, a
enzima multifuncional policetideo sintase, sendo que quando dois ou mais
catalisadores adicionados em tempos diferentes da reacdo também é conhecida como
reacao sequencial e (lll) reagdo em cascata em que o substrato tem diferentes
funcionalizagdes que podem ser transformadas pelo mesmo catalisador mais de uma

vez.*2 Para maiores discussoes, ver referéncias 34:35141:43-48

Neste trabalho, definimos as reacdes como sendo em cascata simultdnea ou
sequencial. O que as diferem € o momento em que um segundo (bio)catalisador é
adicionado na reagao. Dessa forma, o parametro utilizado para classificar esse tipo
de cascata é o parametro cronoldgico.*?> Na Reagdo em Cascata Simultanea, a adigdo
de todos os reagentes e (bio)catalisadores ocorrem no instante inicial da reagéo. Na
Reacdo em Cascata Sequencial o segundo (bio)catalisador é adicionado somente
quando o primeiro estagio atinge sua completude.3>42 O fato é que, adicionando todos
os reagentes e (bio)catalisadores no inicio da reagdo ou ndo, ambas abordagens

apresentam as mesmas vantagens relevantes citadas acima.3®

Portanto, diante do contexto exposto acima, a obtencdo desses blocos
construtores utilizando metodologias sintéticas sustentaveis torna-se de grande
relevancia. Além da economia de recursos naturais e energéticos, apresentam grande
aplicagdo como intermediarios sintéticos na produgao de moléculas com atividades

bioldgicas.

Sabendo que os blocos construtores acido 3-amino-3-fenilpropansico*®:°°(7) e
acido 3-hidroxi-3-fenilpropandico®' (8) ja foram obtidos via reagbes em cascata
multienzimaticas utilizando as enzimas o-TA/nitrilase e KRED/w-TA, respectivamente,
partindo do substrato 1, torna-se de grande relevancia a sintese estereosseletiva dos
blocos construtores 3-hidroxi-3-fenilpropanamida (4) e 3-amino-3-fenilpropanamida

(5) utilizando reagdes em cascata multienzimaticas. Para isso, trés enzimas sao
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fundamentais: a enzima NHase, o-TA e KRED. Na sequéncia, seguem maiores

detalhes de cada enzima.

1.1. Nitrila Hidratase (NHase)

A enzima NHase, classificada pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUMBM) como EC 4.2.1.84, é uma metaloenzima que pode conter
grupo ferro ndo-heme (Fe®*) e cobalto ndo-corrindide (Co%*) como grupos prostéticos
no centro catalitico (Figura 1). Estes grupos prostéticos variam com as espécies de
microrganismos e definem se a enzima sofrerd ou nio foto-ativagdo®. O fendmeno
da foto-ativagdo ocorre somente com a enzima NHase do tipo ferro que necessita de
luz para desempenhar sua atividade catalitica, apds ocorrer a quebra da ligagao do
oxido nitrico (NO) com o ion metalico Fe** e ser trocado por uma molécula de agua

ou ion hidroxido (dependendo do pH).%2

Figura 1: Representacao estrutural de NHases dependentes de ferro (A) e cobalto (B)

Co3+_

Fonte: Protein Data Bank, estruturas 3A8L (Figura A) e 1IRE (Figura B)

A enzima NHase é responsavel por catalisar a reacao de hidratagao da nitrila
na amida correspondente sem a formagao de acido carboxilico, conforme apresentado

no Esquema 3.
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Esquema 3: Processo biocatalitico para obtencdo de amidas a partir de nitrilas
catalisado por nitrila hidratase (NHase)

: NH o
: R—=N ase Y
. H,O

R” “NH,

Fonte: (MASCHARAK, P. K.; 2013)>

Muitos esforcos vém sendo realizados para a elucidagdo do mecanismo da
enzima NHase (Esquema 4). Hopmann®3 em 2008 mostrou que na primeira etapa da
catalise ocorre a formacdo de um intermediario ciclico a partir de um ataque
nucleofilico do atomo de oxigénio de C-SO- ao substrato coordenado com o metal. Em
2016, Kayanuma e colaboradores®* concluiram que o aminoacido arginina (BR56), é
essencial para a formacéao da ligagao dissulfeto devido a formagao de uma ligagao de
hidrogénio com o atomo de oxigénio da estrutura ciclica. Dessa forma, desempenha
papel fundamental na atividade catalitica da enzima. Entretanto, algumas etapas
ainda sdo pouco conhecidas, como, por exemplo, a formacado do produto amida e a

regeneragao do sitio ativo da enzima.5*

Como dito anteriormente, na primeira etapa do mecanismo (Esquema 4) ocorre
a formagao de um intermediario ciclico via ataque nucleofilico do atomo de oxigénio
ligado ao aminoacido C-SO-ao substrato coordenado com o metal no sitio ativo. Na
sequéncia, ocorre uma transferéncia de préton entre os residuos Y72 — S113 —
substrato, resultando na formacao do intermediario ciclico protonado (Intermediario
2). Esta transferéncia é facilitada devido ao atomo de nitrogénio do substrato e os
grupos hidroxilas dos residuos S113, Y72 e Y37 formarem uma rede de ligagbes de
hidrogénio, estabilizando o residuo Y72 desprotonado. Logo apos, ocorre a formagéo
da ligacao dissulfeto (Intermediario 3) entre a C109 e C114, a partir de um ataque
nucleofilico do atomo de enxofre ligado ao residuo C109. Quando o atomo de
nitrogénio do substrato & protonado, o comprimento da ligagdo S-O se torna maior e
da ligacdo C-O menor, facilitando a dissociacéo da ligagdo S-O e a formagéo da

ligagédo S-S.%



Esquema 4: Proposta mecanistica para a hidratagcdo da acetonitrila catalisada por
NHase
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A aproximacgédo de uma molécula de agua junto ao aminoacido C114, leva a
formacao do intermediario 4 e, posteriormente, o atomo de enxofre do aminoacido
C114 sofre um ataque nucleofilico do oxigénio da molécula de agua, resultando na
formacao do acido imidico (Intermediario 5). A formagéo da ligagdo S-O do residuo
C114 e a dissociagao da ligacdo S-S entre os residuos C109 e C114 ocorrem
simultaneamente. Apds a formacado do intermediario 5, ocorre a isomerizacdo do
mesmo para o produto amida. Esta etapa é catalisada pelo acido sulfénico do residuo
C114-SOH que envolve transferéncia de prétons do oxigénio do acido imidico para a
C114-SOH e da C114-SOH para o nitrogénio do acido imidico. Quando uma nova
molécula de agua se aproxima do sitio ativo, ocorre a dissociagdo do produto amida
do ion metalico. A coordenagdo da molécula de agua com o ion metalico se da em
trés etapas sequenciais de transferéncia de proton: C114-SOH — molécula de agua
coordenada — S113 — Y72, resultando na restauracédo da estrutura inicial do sitio
ativo da NHase.>

1.2. w-Transaminases (w-TA)

As o-TA pertencem a classe das transferases, classificadas pela Unido

Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular como EC 2.6.1.X%° (Figura 2)

Figura 2: Representacao estrutural de uma w —transaminase

Fonte: Protein Data Bank (estrutura 4BA5)

As w-transaminases sado dependentes de PLP (piridoxal-5-fosfato) como
cofator e catalisam a aminacéo redutiva de carbonilas ceténicas ou aldeidicas®%:%7

(Esquema 5).
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Esquema 5: Reacgao geral para obtengdo de aminas primarias a partir de carbonilas
de cetonas ou aldeidos

: o) o-TA NH, o o, _H :
E ).L tampao n_OH oH E
: ROOR R™ R HO™ O B :
1 aceptor amino produto :
: PLP PMP PLP N/ :
. + + .
NH, j)\ (“) on NH,
i doador amino co-produto PMP N"
U S -

Fonte: Adaptado de (KOSZELEWSKI, et al, 2010)%”

A molécula crucial para a reacdo de aminacao redutiva é o cofator PLP
juntamente com sua forma reduzida PMP. O mecanismo abaixo (Esquema 6)
exemplifica a reacdo entre a isopropilamina (doador amino) e a acetofenona (aceptor
amino). Na auséncia do substrato, o PLP encontra-se ligado covalentemente ao
aminoacido lisina no sitio catalitico, formando uma imina interna (base de Schiff) (A).
A ligacdo C=N da imina interna é atacada pelo doador amino, neste caso a
isopropilamina, formando uma imina entre o doador amino e o PLP. Este ataque é
facilitado pela molécula de agua no sitio ativo e pelo oxigénio fendlico do PLP que
podem estabilizar o intermediario (B) formado através de ligagdes de hidrogénio. O
residuo da lisina do sitio ativo da enzima abstrai um proton do carbono quaternario
que se tornou mais acido devido a carga positiva no nitrogénio (C). A abstragdo do
proton da lisina é realizada com o sistema em ressonancia pelos elétrons da dupla
ligacdo C=C, levando ao intermediario ( D), restabelecendo o sistema aromatico. A
imina é entdo hidrolisada, liberando o doador amino na forma de cetona e o cofator
PLP é convertido em PMP (E) que transfere o grupo amino para a acetofenona (F) ao
passo em que o aminoacido lisina do sitio ativo da enzima abstrai um préton acido
adjacente ao atomo de nitrogénio com carga positiva, levando a formacado do
intermediario (G). Novamente, com o sistema em ressonancia, os elétrons da ligacéo
C=N abstraem proton do aminoacido lisina. Ent&do, o par de elétrons do grupo amino
do aminoacido lisina do sitio ativo da enzima (H) realiza um ataque nucleofilico no
atomo de carbono ligado ao nitrogénio que esta mais eletrofilico por estar com carga

positiva, sendo liberado o produto feniletilamina.



Esquema 6: Proposta mecanistica para a aminacao redutiva da carbonila
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Fonte: Adaptado de (BERGLUND, P.; HUMBLE, M. S.; BRANNEBY, C.; 2012)%8

1.3. Cetorredutase (KRED)

A cetorredutase (KRED) (Figura 3) pertence a classe das oxidorredutase (EC
1.1.1.1), também s&o conhecidas por alcool desidrogenase ou carbonila redutase e

sdo dependentes dos cofatores NAD(P)*/NAD(P)H, (fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina) ou FAD+/FADH (dinucleotideo de flavina e adenina).



Figura 3: Representagéo estrutural de uma cetorredutase

Fonte: Protein Data Bank (estrutura 4RF4)

Catalisam a reagdo de reducdo da carbonila de aldeidos e de cetonas,
formando alcool primario e secundario, respectivamente, como mostram os Esquemas
7e8.

Esquema 7: Reacéao geral para obtencéo de alcoois a partir de cetonas

. KRED A
NAD(P)H NAD(P)* 5

co-produto co-substrato
Regeneragdo  doador - H

. do cofator .

' '

Fonte: Adaptado de (BROUSSY; CHELOHA; BERKOWITZ, 2009)>°

Na primeira etapa do mecanismo o ion metalico Zn?* se complexa com o
oxigénio da carbonila do substrato e 0 mesmo fica com carga parcial positiva (A).
Desta forma, o atomo de oxigénio torna-se mais eletrofilico e retira mais densidade
eletrénica do carbono carbonilico. Sendo assim, a carga parcial positiva no atomo de
carbono fica ainda maior, tornando mais eletrofilico e, portanto, ficando mais
suscetivel ao ataque nucleofilico do cofator NAD(P)H. Na segunda etapa da reagao,
o par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio presente no cofator NAD(P)H se desloca
no anel, formando uma ligagéo dupla para manter a aromaticidade e liberar o hidreto
que faz um ataque nucleofilico no carbono carbonilico do substrato reduzindo ao
alcoxido (B). Na ultima etapa o anion alcoxido é protonado por uma molécula de agua

complexada ao Zn?* (C), formando o alcool como produto final dareagao.



Posteriormente, o cofator NAD(P)H deve ser reciclado para que a catalise

enantiosseletiva de reducao assimétrica da carbonila possa evoluir.

Esquema 8: Proposta mecanistica para a reducao carbonila

A
H 0, Cvs 5
Zn-—-Cys
NAD(P
(P)+ " - -
W
NAD(P)H H20
Lys
R o. Cys
Zn-—Cys \lé Zn==Cys
| P R )b
Etapa de reciclodo H |
NH, NH, B
cofator - | 12 ] 2
N R (o) LCys Py
R R.>_:/ “Zn=cCys E
OH H 2 _/
R/l.' H = NH2 ‘_/
R |
H0 N
R
C

Fonte: Adaptado de (HOLLMANN, F.; ARENDS, |. W. C. E.; HOLTMANN.D.; 2011)8°



5. CONCLUSOES

Uma nova rota sintética sustentavel para a obtengao do bloco construtor (S)-4
foi desenvolvida a partir de um processo de reagcbes em cascata multienzimaticas
simultdnea e sequencial. A enzima KRED recombinante foi utilizada em ambas
abordagens com a condigdo de que no processo de reagdo em cascata simultdnea a
enzima NHase apresente baixa atividade frente ao substrato 1 e alta atividade frente
ao substrato 3. Neste caso, a enzima NHase utilizada foi a 016. Nesta abordagem, a
conversao de 1 em (S)-4 foi de 83% A condi¢ao para o processo de reagdo em cascata
sequencial é que as enzimas sejam adicionadas em tempos diferentes da reagao. A
enzima NHase utilizada foi a E0257. Nesta abordagem de cascata a conversao de 1
em (S)-4. Foi >99%. Em ambas abordagens o excesso enantiomérico foi >99%. Outro
detalhe interessante destas metodologias é que o alcool isopropilico foi utilizado como
cossolvente da reacdo e regenerador do cofator NADPH da enzima KRED. A
possibilidade de reciclar o cofator NADPH (custo elevado) com alcool isopropilico
(baixo custo) ao invés de ter que adicionar uma segunda enzima, neste caso, glicose
desidrogenase (custo elevado), faz com que a metodologia se torne atrativa

economicamente.

Varias NHases apresentaram excelentes conversdes e grande potencial para
serem utilizadas em sintese utilizando condicoes suaves de reagao para a formacao

amidas primarias, dificilmente obtidas pela sintese convencional.

Nao foi possivel a obtencdo do composto 3-amino-3-fenilpropanamida devido
aos extratos enzimatico e as enzimas de w-transaminases nao catalisarem a reacao
de aminacao redutiva da carbonila dos substratos 1 e 2. Porém, diante desses dados,
surge a possibilidade de uma interessante investigagdo a respeito da influéncia da

nitrila, amida primaria e acido carboxilico na atividade catalitica.

A levedura S. cerevisiae catalisou a conversdo majoritaria do substrato 1 na
formacdo de produtos alquilados. Os microrganismos contendo cetorredutase
apresentaram baixas conversdes (5 — 26%) e bons excessos enantioméricos (87 —

92%), do enantibmeros (S)-3.

Diante dos resultados obtidos, esse trabalho mostrou o grande potencial da

Biocatalise, especialmente para a grande quantidade de enzimas NHases que



3

catalisaram de forma muito eficiente a reagcdo de formagédo de amida primaria; uma
importante fungcéo organica dificimente obtida pelos métodos tradicionais de sintese.
Além disso, esse trabalho contribuira para o aperfeicoamento e novos
desenvolvimentos de processos de reagdes em cascatas multienzimaticas
estereosseletivas que demonstram grande potencial no meio académico e, portanto,
promissores para a obtengado de processos industriais mais sustentaveis, seguros e

eficientes.
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