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RESUMO

O presente trabalho teve como principal objetivo estudar a atividade catalitica de
soroalbumina bovina (BSA) em reacbes formadoras de uma nova ligagdo C-C:
Reacdes alddlica, de Henry e Morita-Baylis-Hillman (MBH). Em todos os casos a
BSA atuou como catalisador, visto que quando as reagdes foram realizadas sem sua
presenca, ndo houve formacdo dos produtos desejados. Os rendimentos obtidos
para as reacdes alddlica (37%), Henry (80%) e MBH (73%), variaram de bons a
moderados e ndo foi observada enantiosseletividade para nenhuma das reacfes
estudadas. As soroalbuminas séo proteinas que formam muita emulsdo dificultando
0S processos downstream na separagdo dos produtos e materiais de partida.
Visando minimizar este inconveniente, a BSA foi submetida & imobilizagdo em M-
CLEA (magnetic cross-linking enzyme aggregates) utilizando nanoparticulas
magnéticas de oxido de ferro. Nestes casos, 0 biocatalisador péde ser facilmente
retirado do meio reacional com aplicacdo de um campo magnético externo. Esta
metodologia afetou diretamente no rendimento da reacdo de Henry, passando de
80% para 89%. Porém, para as outras reacdes a melhoria no rendimento nao foi tdo
expressiva. A imobilizacdo também néo foi eficaz para o aumento dos excessos
enantioméricos. Até 0 momento para a reacdo de MBH com os substratos utilizados,
nao ha relatos na literatura para a sintese do aduto desejado catalisado pela BSA.
Sendo assim, optamos por realizar um planejamento fatorial completo dessa reacéo
visando otimizar as condi¢des reacionais bem como os rendimentos. As variaveis
estudadas foram: temperatura, concentracdo do biocatalisador e condicdo do
biocatalisador (livre ou imobilizado). Os resultados obtidos mostraram que a variavel
com maior influéncia na reacdo, € a concentracdo do biocatalisador. A converséo
obtida passou de 30% para 40% utilizando 2,2 pmol de BSA. Em seguida,
realizamos um estudo de ascendéncia da concentracdo do catalisador visando
otimizar este parametro. A conversdo obtida passou para 73% quando foram
utiizadas 3,7 pmol de biocatalisador imobilizado. Realizamos um estudo de
reciclagem do biocatalisador imobilizado. Foi possivel reutiliza-lo porém com
diminuicdo da conversdo a partir do segundo ciclo. Os resultados obtidos nesta
dissertacédo evidenciam o potencial biocatalitico da BSA em reacdes para a formacéo
de ligacédo C-C.

Palavras-chave: Biocatdlise. Soroalbumina. Formacéo de ligacdo carbono-carbono.
Imobilizagdo. Nanoparticulas magnéticas.



ABSTRACT

This work aimed to study the catalytic activity of bovine serum albumin (BSA) in
reactions that form a new C-C bond: aldol reactions, Henry and Morita-Baylis-Hillman
(MBH). In all cases BSA served as the catalyst, whereas when the reactions were
carried out without their presence there was no formation of the desired products.
The vyields obtained for aldol reactions (37%), Henry (80%) and MBH (73%), ranged
from good to moderate enantioselectivity and was not observed for any of the studied
reactions. The serum albumins are proteins that form the much emulsion difficulting
downstream processes in separation of the products and starting materials. To
minimize this inconvenience, the BSA was subjected to immobilization in M-CLEA
(magnetic cross-linking enzyme aggregates) using magnetic nanoparticles of iron
oxide. In these cases the biocatalyst could be easily removed from the reaction
medium by applying an external magnetic field. This methodology directly affect the
yield of the Henry reaction, from 80% to 89%. However, for other reactions the
improvement of yields was less pronounced. The immobilization was also not
effective for improving the enantiomeric excess. So far for the MBH reaction with the
worked substrates, there are no reports in the literature for the synthesis of the
desired adduct catalyzed by BSA. So we decided to study a full factorial design of
this reaction to optimize the reaction conditions and yields. The variables studied
were: temperature, the biocatalyst concentration and biocatalyst conditions (free and
immobilized). The concentration of biocatalyst was the major factor with interference
in all reactions. The conversion increased from 30% to 40% using 2.2 umol of BSA.
Then we perform a study of catalyst concentration to optimize this parameter. The
conversion increased to 73% when they were used 3.7 pmol immobilized biocatalyst.
To evaluate the retention of catalytic activity of BSA immobilized, it was performed a
study of the immobilized biocatalyst recycling. It was possible the reuse but with
reduced conversion from the second cycle. The results obtained in this work
demonstrated the potential of BSA in C-C bond formation reactions.

Keywords: Biocatalysis. Serum albumin. Carbon-Carbon bond formation.
Immobilization. Magnetic nanopatrticles.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biocatalise: Aspectos gerais

A arte de fazer reacdes “impossiveis” utilizando os catalisadores mais
poderosos da Terra - as enzimas - é conhecida como biocatélise.* Outra definicdo de
biocatalise € descrita no perioddico internacional Nature, como sendo um processo
quimico que utiliza enzimas ou outros catalisadores biolégicos para mediar reacdes
entre compostos organicos.?

A utilizacdo de biocatalisadores em sinteses organicas esta se destacando
cada vez mais. Os biocatalisadores podem ser utilizados na forma isolada ou como
células integras em reacdes de sinteses organicas, especialmente para a conversao
de substratos ndo naturais.® Esta estratégia sintética iniciou-se quando os “12
Principios da Quimica Verde” ainda nao haviam sido estabelecidos, mas as
preocupacdes em relagdo ao desenvolvimento de reacdes e processos quimicos
ambientalmente sustentiveis ja estavam na agenda dos setores industrial e
académico.*

Atualmente a biocatalise € uma das principais “tecnologias verdes” adotada
por industrias farmacéuticas e de quimica fina para a manufatura de compostos
quimicos com alto valor agregado.® Dentre as principais vantagens do emprego da
biocatalise (Figura 1) em relacdo as estratégias sintéticas tradicionais estao:
condi¢cbes reacionais brandas (por exemplo, pH, presséo, temperatura), tolerancia a
meios aquosos/organicos para um vasto painel de biocatalisadores®, catalisadores
quimio-, regio- e estereosseletivos, ndo ha& necessidade de etapas de
protecao/desprotecdo de grupos funcionais, formacdo reduzida de subprodutos e

consequentemente menor geracéo de residuos.>®
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Figura 1 - Principais vantagens da Biocatalise.

Tolerancia a
alguns
solventes
organicos

Reducao de | Condicoes
etapas brandas de
sintéticas. M reagao

Alta ‘ Redugao de
seletividade residuos

Fonte: o autor

O desenvolvimento da biocatalise se iniciou ha mais de um século atras

guando os cientistas da época reconheceram que 0s componentes dentro de uma

célula viva poderiam ser aplicados para transformacdes quimicas.® Em 1913,

Ludwig Rosenthaler

iniciava os estudos de uma area denominada catalise

assimétrica moderna mediada por enzima. Nestes primeiros estudos, foram

avaliadas as reacdes entre o benzaldeido e o 4cido cianidrico para a sintese da (R)-

mandelonitrila catalisada por uma emulsdo enzimatica de améndoas amargas

(Esquema 1)”.

Esquema 1 - Sintese da (R)-mandelonitrila utilizando uma emuls&o enzimatica de

amendbas amargas.

O Emulsdo enzimatica OH
de
H |, HCN amendo®as amargas CN
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Este periodo é conhecido como primeira onda da biocatalise. O principal
desafio na época era a estabilidade limitada dos biocatalisadores em algumas
condicbes experimentais. Mas tais deficiéncias foram superadas principalmente
pelas técnicas de imobilizacdo que, além de ajudar na instabilidade dos
biocatalisadores, também facilitou a reutilizacdo dos mesmos.?

A segunda onda da Biocatalise ocorre durante a década de 1980 e 1990, em
que se iniciaram o uso das técnicas de engenharia de proteinas®, proporcionando
grande avanco na &rea, facilitando principalmente a producdo, isolamento e
caracterizacdo de enzimas provenientes de diversas fontes.®. Com isso, houve o
aumento da gama de substratos que foram aplicados na sintese enzimatica de
intermediarios farmacéuticos e de quimica fina. Por exemplo, a sintese de
intermediarios para herbicidas catalisados por hidroxinitrila liases®, a sintese de
ésteres de cera catalisados por lipases para aplicacdo em cosméticos®® e na
hidratacdo da acrilonitrila para acrilamida catalisada por nitrila hidratases na
producdo de polimeros (neste caso, a enzima foi empregada na forma de células
inteiras de Rhodococcus rhodochrous)™. Neste periodo, os novos desafios a serem
superados eram a otimizac&o do biocatalisador para os substratos ndo-naturais.®

A terceira onda da Biocatélise, teve inicio no final da década de 1990 através
dos trabalhos de Pim Stemmer e Frances Arnold, com o desenvolvimento de uma
estratégia denominada evolucdo dirigida e decorre até os dias atuais.'> Esta
tecnologia se tornou uma ferramenta fundamental em biocatalise, propiciando uma
maneira eficiente de otimizar os biocatalisadores em funcéo de suas propriedades
cataliticas como, enantiosseletividade, maior estabilidade em processos quimicos,
aumento na resisténcia a solventes, alteracées no pH e temperatura de trabalho.®

Durante a ultima década, a Biocatalise tem desempenhado um papel
significativo na corrida para o desenvolvimento de novas reacdes cataliticas e na
identificacdo de novas enzimas para aplicacdo em reacées com fins sintéticos.” Além
disso, um novo termo denominado promiscuidade catalitica surgiu na biocatalise.®
Este termo consiste na possibilidade de um biocatalisador comum ou mutante
catalisar diversas reacdes quimicas. Esta habilidade tem atraido atencédo de muitos

quimicos e bioquimicos, visto que estes biocatalisadores (desde proteinas isoladas
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até ceélulas integras) sao capazes de catalisar reacfes entre substratos nao-naturais

e catalisar diversas classes de reacées.'®

1.2 Promiscuidade catalitica

As enzimas sdo descritas como catalisadores especificos devido a presenca
de um sitio catalitico que promove a catalise das rea¢fes. Quando ocorre uma
segunda atividade catalitica para o mesmo sitio ativo, € determinado o termo
promiscuidade catalitica.

Na natureza, as enzimas se desenvolvem até um ponto em que sua
atividade catalitica seja “suficientemente boa” para executar determinada funcéo.
Porém, através da evolucdo enzimatica existem excecdes importantes. O rubisco
(ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase) evoluiu sob baixa presséo de oxigénio
e é incapaz de distinguir entre o didxido de carbono e o oxigénio. Com isso, ocorre
uma reacao de oxigenase produzindo subprodutos que a célula precisa lidar para
sobreviver. Segundo Hult**, esse é um caso de promiscuidade natural utilizado nos
casos em que a célula necessita sobreviver for a das condicdes ideais.™

A promiscuidade enzimatica pode ocorrer de trés formas:

1) Promiscuidade de condicdo: enzimas que apresentam atividade
catalitica em variadas condicbes reacionais, por exemplo, pH e
temperatura extremas.

2) Promiscuidade de substrato: enzimas que ndo apresentam
especificidade de substrato.

3) Promiscuidade catalitica: enzimas que catalisam diferentes reacdes
guimicas. Neste caso, a promiscuidade pode ser dividida em dois
grupos: acidental ou induzida. Na promiscuidade catalitica acidental,
uma reacdo paralela é catalisada pela enzima natural. No caso da
promiscuidade catalitica induzida, uma ou varias mutacdes
reencaminham a reacéo catalisada por uma enzima natural.

Na Tabela 1 estdo apresentados alguns exemplos de promiscuidade

enzimatica para as reagfes que formam uma nova ligacao C-C.
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Tabela 1 - Exemplos de promiscuidade enzimatica.

Formas de promiscuidade

Exemplo
Condicdo Substrato Acidental Induzida
Piruvato descarboxilase X X
Lipase (reacéo alddlica) X X
Lipase (reacdo de Michael) X X

Lipase (resolucéo cinética de
alcoois quirais)
Lipase (transacilacdo em fase

gasosa)

Além da catalise enzimatica pode haver a catalise proteica. A diferenca entre
esses dois tipos de catalise se baseia em que as enzimas possuem um sitio ativo
para catalisar as reacfes (catalise enzimatica). Enquanto na catalise proteica, estao
envolvidos todos os residuos de aminoacidos capazes de promover a catalise da
reacdo, e ndo 0s aminoacidos presentes em um sitio catalitico propriamente dito.

Dessa forma, a catalise proteica também pode ser considerada como uma

catalise promiscua.

1.3 Soroalbuminas

As soroalbuminas/albuminas sédo as proteinas plasmaticas mais abundantes
nos mamiferos. Seu nome é proveniente do alemao albumen que significa proteina,
por sua vez, albumen é derivado do latim albus que significa branco.'® As albuminas
podem ser provenientes de diversas fontes, sendo as mais estudadas a
soroalbumina humana (HSA) e soroalbumina bovina (BSA).*®

A albumina possui uma capacidade Unica de se ligar reversivelmente ou
irreversivelmente, a um vasto niamero de diferentes substratos, tanto endégenos
quanto exdgenos exercendo um papel de proteina carreadora.l’” A Figura 2

representa a estrutura cristalografica da HSA, demonstrando a variedade de
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substratos que podem interagir com esta proteina, bem como os sitios nos quais
eles estarédo ligados.

Figura 2 - Representacéo cristalografica da soroalbumina humana (HSA).

OH

CO0 cod

Propofol

)

Diazepam Tiroxina

Fonte: adaptado de Varshney et al.*’

A capacidade de se ligar a muitos substratos deve-se a adaptabilidade
conformacional desta proteina, que se estende além dos sitios de interacdo através
da cooperatividade e modulacéo alostérica entre os locais de ligacdo. A albumina
possui forte carga negativa, se ligando de maneira fraca e reversivelmente com
cations. Por isso ela funciona tdo bem como proteina carreadora para um grande
namero de moléculas incluindo acidos graxos, ions, tiroxina, billirrubina e
aminoacidos.'® Esta proteina é capaz de reconhecer e ligar-se & uma série de
compostos organicos, além disto, consegue discriminar os enantibmeros de uma
molécula quiral e, por isso, vém sendo utilizadas desde a década de oitenta como
um agente de resolucéo cinética.*®

Os estudos com a albumina se iniciaram no século XV e se estendem até os

dias atuais (Figura 3).
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Figura 3 - Breve perspectiva histérica dos estudos com a albumina.

Carter

P (1992)
1616 1837 1868 1910 1952
> Gurber |
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|
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P Tiselius
(1937)

Fonte: o autor.

Em 1616 Harvey descreveu a circulacado do sangue em suas palestras, entao
0s cientistas da época reconheceram que no soro sanguineo continha albumen, ou
seja, continha proteina. Os pesquisadores do século XIX aprimoraram a técnica de
cristalizacao, e a albumina foi uma das primeiras proteinas a serem cristalizadas. No
ano de 1894, Guber obteve cristais de albumina extraida do soro sanguineo de
cavalos. Em 1937, Tiselius purificou e identificou a albumina como componente
aniénico através de eletroforese. O maior desenvolvimento nos estudos com a
albumina surgiu durante a Segunda Guerra Mundial, quando houve uma
necessidade critica de um substituto para o sangue que fosse estavel suficiente para
ser aplicado nos campos de batalha. Entdo, através da pesquisa desenvolvida por
Cohn e seus colaboradores a albumina foi selecionada em 1940 pela Subcomissao
de Transfusdo de Sangue como sendo mais estavel, menos antigénica, e menos
viscosa que o plasma sanguineo. A determinagdo da sequéncia de amino&cidos da
albumina ocorreu em 1975 pelos pesquisadores Brown e Meloun, e por fim, no inicio
da década de 1990, em 1992 Carter determinou a estrutura terciaria da albumina

através de raio-X (Figura 4)."
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Figura 4 - Estrutura terciaria da albumina determinada por Carter em 1992.

Fonte: Peters Jr.*®

A BSA possui uma massa molecular de 66,5 KDa, ndo possui folhas 3 e um

total de 583 residuos de aminoacidos,™ sendo 127 residuos com carater basico que

sao responsaveis pela atividade catalitica desta proteina (Tabela 2).

Tabela 2 - Possiveis residuos de aminoacidos responsaveis pela atividade catalitica da

BSA.
Aminoacido Estrutura
Lisi HoN COOH
isina i
. =N COOH
Histidina HN W
H,N H
N H
Prolina Q’COOH
NH
Arginina H,NT N COOH

HN H
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Figura 5 - Representacdo da estrutura secundéria da BSA. a) Destaque para os residuos de
aminoacidos com carater basico; b) Aproximacédo dos residuos basicos.

b)

Fonte: o autor

A primeira aplicacdo da BSA em sintese organica ocorreu por Sugimoto em
1978%, na reducdo enantiosseletiva de cetonas aromaticas (Esquema 2). Em alguns
casos, a quantidade de proteina pode ser reduzida para niveis cataliticos
aumentando grandemente a simplicidade do work-up e a eficiéncia da metodologia

sem afetar a estereosseletividade.®

Esquema 2 - Exemplo primeira aplicacdo em sintese organica da BSA na reducéo de
cetonas aromaticas.

o OH

r BSA -
NaBH,

ee = 20-78%

A partir desta primeira aplicacdo da BSA, destacou-se que a albumina atua
como catalisador em algumas reagBes organicas, embora ndo tenha um sitio
catalitico (como nas enzimas). A auséncia deste sitio catalitico faz da albumina um
catalisador extremamente versatil, com uma ampla reatividade quimica que varia
desde reducdes e oxidacdes, a reacOes de cicloadicao, e reacdes formadoras de
uma nova ligacdo carbono-carbono.*® Porém, a falta de um sitio catalitico implica na

baixa seletividade dessa proteina.
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1.4 Imobilizacéo de Biocatalisadores

Alguns biocatalisadores ndo sao estaveis o suficiente em algumas condi¢tes
operacionais, podendo perder atividade catalitica, e sofrer desnaturagcdo com a
utilizacdo de alguns solventes organicos. Além disso, biocatalisadores sé@o solluveis
em agua, o que dificulta sua recuperacdo bem como a separacdo dos substratos e
produtos além de prejudicar operacdes unitarias pensando-se em uma escala
industrial.?

O termo “imobilizacdo de biocatalisadores” se refere a biocatalisadores
fisicamente confinados ou localizados em uma regido definida do espaco.?’ E
desejavel que haja retencdo da atividade catalitica e a possibilidade de reuso dos
mesmos que podem ser imobilizados através de processos reversiveis ou
irreversiveis.

Dentre o0s processos irreversiveis, 0 encapsulamento e as ligacdes
cruzadas, principalmente nas versées magnéticas, tém atraido atencdo devido as
suas excelentes propriedades fisicas e quimicas, como super-paramagnetismo,

baixa toxicidade e boa biocompatibilidade.??

1.4.1 Cross-linking enzyme aggregates (CLEA)

No inicio da década de 1960, estudos com proteina em fase soélida
conduziram a descoberta de que cristais enzimaticos ou enzimas dissolvidas unidas
por reacoes entre os residuos de NH, promovidas por um agente bifuncional poderia
formar o que é hoje conhecido como ligagBes cruzadas de cristais enziméticos, ou,
cross-linking enzyme crystals (CLEC). *

Uma maneira mais simples, e também uma alternativa para a cristalizacao é
a precipitacdo. Dessa forma surgiu o CLEA. Uma metodologia que envolve a
agregacao das proteinas, através da precipitacdo, seguida da formacgéo de ligacdes
cruzadas entre estes agregados utilizando-se agentes bifuncionais como o
glutaraldeido (Figura 6).

A ligacao cruzada envolve a reacdo entre os grupos de aminas primarias na
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superficie do biocatalisador com o glutaraldeido, resultando na formacdo de uma
base de Schiff reversivel. Posteriormente, com a adicdo de um agente redutor como,
por exemplo, borohidreto de sddio, a ligacao cruzada torna-se irreversivel (Esquema
3). Desde a etapa para a formagéo da ligagéo cruzada, a reagao envolve 0s grupos
NH, provenientes dos residuos de lisina presentes na superficie externa do
biocatalisador.?

Esquema 3 - Proposta mecanistica para obtencdo do CLEA.

© =
Q (@ o 9 -OH
w + NH,R — R
H H H o H H H
i Residuo H”T{)H N-n
Glutaraldeido de R R W
Lisina ‘
®
o H o] (-OH,
X, -R
AR
H -
R
o H - H O
w -R + Na BH )J\/\/L — W
H N T NG H R
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Figura 6 — Representagdo esquematica do método para obtengéo do CLEA.

|24

Fonte: adaptado de Torres et a

Na maior parte dos casos ha retencéo total ou parcial da atividade catalitica,
entretanto pode ocorrer a formacdo de suspensdes estaveis que dificultam a
recuperacdo e reuso do biocatalisador pelos métodos de separacdo tradicionais

como filtrac&o e centrifugacdo.?
1.4.2 Magnetic-Cross-linking enzyme aggregates (M-CLEA)

Para contornar os inconvenientes do CLEA uma estratégia utilizada é a
magnetizacdo dos agregados protéicos em nanoparticulas superparamagnéticas.
Neste caso o biocatalisador é separado do meio reacional quando um campo
magnético externo € aplicado. Esta remocéo é seletiva e eficaz em situagbes nas
quais seria impossivel ou impraticavel de se conseguir utilizando outras técnicas de
separacao.?

Os Oxidos de ferro sdo compostos que podem ser sintetizados no laboratério
e também estdo espalhados pela natureza. S&o substancias que estao presentes em

diferentes compartimentos do sistema terrestre, como: atmosfera, biosfera,
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hidrosfera e litosfera. Além disso, 6xidos de ferro possuem aplicacdes interessantes
como, por exemplo, na gravacdo magnética, na transformacdo de energia solar,
eletrénica, na catélise e aplicacdes biomédicas.?

No CLEA magnético (M-CLEA) desenvolvido durante esse trabalho, o
precipitado formado ocorreu entre a proteina e uma nanoparticula magnética de
oxido de ferro (Fe3O,4) funcionalizada com amina primaria proveniente de um
organosilano, seguida da adicdo do agente reticulante (glutaraldeido) para a
realizacdo das ligacdes cruzadas entre as aminas da nanoparticula magnética. A
proteina interage através de ligacdes de hidrogénio pelos residuos de acido

carboxilico com os residuos de amina da particula magnética (Figura 7).

Figura 7 - Representacdo esquematica para o preparo do M-CLEA.

Fonte: adaptado de Torres et al.**
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A partir dessa metodologia, o biocatalisador pode ser removido do meio
reacional e reutilizado. A magnetizacdo do CLEA permite também evitar
inconvenientes que surgem durante processos de work-up, aumentando em alguns

casos o rendimento da reacéo.

1.5 Reac0Oes organicas para a formacéo de ligacdo C- C catalisadas pela BSA

A formacdo de ligacdo carbono-carbono (C-C) é o coragdo da quimica
organica sintética,”® pois através da classe dessas reacbes torna-se possivel
sintetizar compostos complexos a partir de materiais de partida simples e menores.?’
Além disso, com a homologacéo de cadeias carbdnicas pode-se gerar um ou mais
centros de quiralidade. Os produtos resultantes destas reacdes podem ser utilizados
como blocos construtores na sintese de moléculas de interesse comercial e/ou
académico.?’

Existem inUmeras metodologias sintéticas com esta finalidade, mas em geral
requerem condicdes reacionais pouco sustentaveis do ponto de vista ambiental e até
mesmo inviaveis operacionalmente se pensarmos em aumento de escala.?®3! J4
existe na literatura a descricdo de reacdes biocatalisadas destas reacdes, porém 0s
rendimentos séo baixos e a seletividade e especificidade de substrato é limitada.
Portanto, € necessario o desenvolvimento de metodologias mais robustas, eficientes

e ambientalmente aceitaveis.

1.5.1 Reacao Alddlica

A reacdo alddlica € uma das ferramentas mais poderosas em sintese
organica para a formacdo de uma nova ligagdo C-C.*

Aleksander Borodin em 1864, na tentativa de obter pentanoato de sdédio,
reagiu pentanal com hidréxido de sédio. Apos o tratamento com agua Borodin obteve
uma mistura complexa em que um dos produtos obtidos parecia ser o resultado da
condensacdo entre as duas moléculas de pentanal, com a eliminacdo de uma

molécula de agua.®® Ao realizar a mesma reacdo, porém com o etanal, o
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pesquisador obteve um produto que continha duas func¢des organicas: alcool e

aldeido (Esquema 4).

Esquema 4 - Reacdo alddlica: Produtos de adi¢édo e condensacéo.

O OH O O
RW)J\H + NaOH R\MH n RMH
R R

Ha
Produto Produto
s = -g:30H20H2 adigdo alddlica  condensacéo alddlica
=-LHg

Fonte: adaptado de Filgueiras.*

Posteriormente, o pesquisador alemao Charles Adolphe Wurtz empregou o
termo aldol representando a bifuncionalidade do produto obtido: ald (de aldeido) e ol
(do &lcool).*® Assim, a adicéo aldélica inicialmente ficou determinada como sendo a
reacdo entre dois aldeidos com hidrogénios enolizaveis na posicdo a & carbonila.®
Porém, pelos estudos de Borodin, constatou-se que sob aquecimento o aduto aldol
sofria a eliminacdo de uma molécula de &agua fornecendo um produto a-B3-
insaturado. Essa condensagdo seguida da eliminacdo da agua é denominada
condensacao alddlica.*

De uma forma geral a reacdo alddlica pode ser descrita como uma adi¢ao
nucleofilica de um enol a um aldeido para a formacdo de produtos B-hidroxi-

35,36

carbonilicos que sado substancias encontradas frequentemente em muitos

compostos biologicamente ativos (Figura 8).3"%
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Figura 8 - Exemplos de compostos bioativos sintetizados através da reagao

aldolica.
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Fonte: o autor.

Tradicionalmente, a reagdo alddlica ocorre com a mistura de duas
substancias carbonilicas diferentes (reacdo alddlica cruzada) e acreditava-se
que a catélise dessa reacdo era mediada por bases®. Entretanto observou-se
que a catalise acida também pode ser efetiva. No Esquema 5 estédo

representadas as duas propostas para catélise das reacdes alddlicas.*
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Esquema 5 — Reacdes alddlicas catalisadas por acidos e bases.

H.
o O

bY

Na catélise béasica, a acidez dos hidrogénios a a carbonila favorece a
abstracdo do proton pela base fornecendo o enolato que é estabilizado por
ressonancia.®’ A etapa seguinte, consiste na adigcdo nucleofilica do enolato & outra
substancia carbonilada gerando um intermediério alcoxido que, sofrerd protonacao
fornecendo o B-hidroxialdeido. J& na catélise 4cida, a esséncia esta na protonagao
do oxigénio, deixando o carbono mais eletrofilico para sofrer o ataque do enol
proveniente do tautomerismo cetoendlico.*

Para tornar a reacao alddlica mais interessante deve-se ter controle sobre os
reagentes: qual dos compostos carbonilicos agira como eletréfilo e qual formara o
enolato, e qual sera a estereoquimica do enolato visando a formac¢ao de um produto
quiral.*?

No primeiro caso, um meio de evitar a auto-condensacéo € a utilizacao de
uma cetona enolizadvel e um aldeido ndo enolizavel.*® Para o controle da
estereoquimica do enolato podem ser utilizados biocatalisadores, visto que eles
possuem certa seletividade®®, e auxiliares quirais que estardo ligados
covalentemente ao enolato*’. Estas metodologias podem levar a excelentes niveis

de estereosseletividade nas rea¢fes alddlicas assimétricas.
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1.5.2 Reacao de Henry (Nitroaldol)

A reacdo de Henry (nitroaldol) € outra reagdo classica em sintese organica
para a formacdo de ligacdo C-C.** A formacdo de nitrodlcoois vicinais através do
acoplamento entre um composto carbonilico e um nitroalcano (Esquema 6), foi

descoberta por Henry em 1895.%

Esquema 6 - Reacéo de Henry.
o) NO, NO,

)’L + /L Cat. EE)K]/ R1

H" Ry Ry "Ry
OH

As reacdes nitroalddlicas podem ser catalisadas por diferentes tipos de
catalisadores e condigbes experimentais. S&0 empregados bases orgéanicas e
inorganicas como catalisadores, enquanto as condi¢cdes da reacdo podem ocorrer
sem a presenca de solvente ou com solventes préticos e apréticos.***® Os métodos
classicos para a sintese dos [B-nitroalcoois envolvem a catalise com bases fortes
(Esquema 7) como hidroxidos, carbonatos, alcoxidos, acetato de amonio, fluoreto de
potassio e aminas.”’ Entretanto, deve-se ter grande controle em relacdo a
guantidade de base adicionada visto que catalisadores basicos sao bons
catalisadores para as reagfes de Cannizzaro (Esquema 8), bem como a reacéo
aldolica.* Além disso, os B-nitroalcoois podem sofrer eliminacéo de 4gua fornecendo

nitroalcenos que polimerizam facilmente.**

Esquema 7 - Mecanismo proposto para a reacao de Henry.

S O
_ i % o, H )J\)
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Fica evidente que o mecanismo da reacdo de Henry € derivado da reacdo
alddlica, em que, a primeira etapa € a desprotonacdo do nitroalcano gerando um
carbanion que é estabilizado por ressonancia. O carbéanion atua como nucledfilo
atacando o componente carbonilico com a formacéo do alcéxido que posteriormente

é protonado fornecendo o B-nitroalcool.*®

Esquema 8- Mecanismo proposto para a reacao de Cannizzaro.

0
(\:OH OH
0 9 Lon o202,
~ D 0 0 H™ R
HOH

O
HO)J\R

Quando ndo ha o controle da quantidade de base adicionada, ocorrera o
ataque da base no carbono mais eletrofilico, que possibilitara a formacéo de dois
produtos: um alcool, e um alcool carboxilico.

Porém, quando o B-nitroalcool é sintetizado com sucesso, estes compostos
sdo capazes de sofrer inumeras transformacdes quimicas (Esquema 9) que déao
origem a intermediarios extremamente Uteis para a sintese de compostos bioativos

como por exemplo, a esfingosina e efedrina (Figura 9).
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Esquema 9 - Utilidade sintética da reacao de Henry.

0
R3 NO, R3
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OH

J& existem na literatura diversas metodologias para a reacdo de Henry,
porém o controle da estereoquimica dessa reacao continua sendo um desafio para

o0s quimicos organicos.*®

Figura 9 - Exemplos de farmacos a partir de intermediarios -nitroalcdolicos.

OMe
OH HO, OAc OH NHM
z 12
NH2 O N
H NH; OH

Alofenilnorstatina Anisomicina Esfigosina Efedrina

Fonte: Adaptado de Luzzio, 2001.*°
1.5.3 Reacéo de Morita-Baylis-Hillman

Outra reacdo para a formacao de uma nova ligacdo C-C é a reacéo de Morita-
Baylis-Hillman (MBH).*® Inicialmente, a reacdo de MBH foi estudada por Morita®
posteriormente por Baylis e Hillman®°

De modo geral a reacdo de MBH pode ser definida como a condensacéo de
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um carbono eletrofilico sp?, tipicamente de aldeidos, e a posicdo o de uma olefina
contendo um grupo retirador de elétrons, catalisada por uma amina terciaria ou

fosfina (Esquema 10).

Esquema 10 - Reacédo de Morita-Baylis-Hillman.

X R, XH

PCy; (Morita) R
+
R-I)J\H / R1/J\’_( 2

DABCO (Baylis-Hillman)

R, = alquil, aril, heteroaril
X =0, NCO;R, NSO,Ar
R, = CN, COR, COOR, CONH,, CHO

A primeira etapa do mecanismo dessa reacao (Esquema 11), considerada a
etapa determinante, € a adicdo de Michael da amina (I) ao sistema a,3-
insaturado (Il) levando ao azaenolato zwitteridnico (lll). Subsequentemente, uma
adicao alddlica envolvendo o azaenolato (I1l) e o aldeido (V) produz o zwitterion (V)
que apds migracao interna do préton e eliminagédo do catalisador fornece o produto

B-hidroxi-a-metileno carbonilado (V1) (aduto de MBH).

Esquema 11 - Mecanismo proposto para a reacdo de MBH.

OD Et 1 Oe OD
. apa ® +
R_])(ﬁl + NRS __47p-R3H2N/\/\R R )LH

(1) n () (1v)

OH O
RZ)\H/U\R1 Etapa 2
S
OH (5)) or\' o)
H o Etapa 3 H My
R 7O R Rz . Ri ()

®
(V1) CNH,R, NH,R;
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Os adutos de MBH possuem grande aplicabilidade em sintese organica, pois
sao altamente a, funcionalizados capazes de gerar dois centros quirais que podem
ser utilizados como intermediarios sintéticos na producdo de compostos bioativos
como antimicrobianos, antineoplasicos, antifungicos, hipolipidémicos e

leishmanicidas (Figura 10).>*

Figura 10 - Exemplos de compostos bioativos sintetizados a partir de adutos de MBH.

OH © OH 0
MO/\ — R - [ os
O,N F

(CH3)11CH34

Antineoplasico Antineoplasico

- - - - -

»
N~ ~Cl
Antimicrobiana

Fonte: O autor.

A reacdo de MBH apresenta caracteristicas interessantes que estimulam a
exploracdo de seu potencial sintético, como: ser quimio- e regiosseletiva com a
formacdo de um novo centro assimeétrico, a polifuncionalizagcdo dos adutos que séo
preparados em condicdes reacionais brandas (sem tratamento de solvente e sem a
necessidade de trabalhar em uma atmosfera inerte), ser muito eficiente em relacéo a
economia de atomos, visto que todos os atomos presentes no material de partida
sdo incorporado no produto final.>?

A importancia de sintetizar compostos enantiomericamente puros € cada vez
maior na industria de quimica fina, farmacéutica e alimenticia tendo em vista que nos
dias atuais temos pleno conhecimento sobre a importancia da quiralidade

relacionada a atividade e propriedade dos compostos. Porém, o desenvolvimento de
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novas metodologias de obtencdo de moléculas quirais ainda € um desafio para a
quimica organica.>

A versdo assimeétrica da reacdo de MBH apresenta um ponto critico, que é
exatamente a obtencédo do aduto enantiomericamente enriquecido em rendimentos
quimicos satisfatorios. As estratégias utilizadas até entdo se baseiam no emprego de
auxiliadores quirais (Figura 11), porém deve-se investir na pesquisa de novos
auxiliares quirais para esta reacdo, bem como na busca de novos catalisadores, que

possam levar & obtencdo de adutos com alto grau de pureza enantiomética.>

Figura 11 - Auxiliares quirais utilizados na reacédo de MBH.

0 &
OR
S/N’K//’ /N

o
O RO
Oppolzer R = benzila, arila, TBDMS, TBPS.

1.5.4 Reacao de Biginelli

Reac¢Bes multicomponentes (MCRs), sdo transformagfes quimicas em que
trés ou mais reagentes sao incorporados no produto final desejado. Estas reacoes
sao realizadas em um procedimento conhecido como one-pot, em que todos os
componentes da reacdo sdo adicionados ao mesmo meio reacional®®. As MCRs
possuem grande vantagens em relacdo as rotas sintéticas tradicionais, visto que,
apresentam alta economia de &tomos, elevada eficiéncia e produtividade, alta
convergéncia, boa relagéo custo/beneficio e facil operacéo.>

A reacdo de Biginelli descoberta por Pietro Biginelli em 1893, é uma
condensacdo tricomponente envolvendo um aldeido, uréia ou tiouréia e um [3-
cetoéster formando como produto 3,4-diidropirimidin-2(1H)-ona (DHPM) (Esquema
12). Inicialmente a sintese dessas substancias eram realizadas utilizando acidos

fortes como catalisadores sob condicdes de refluxo.>*
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Esquema 12 - Reacéo de Biginelli.
O
O o O Cat. 9]
H ’ L Fon

Por serem compostos com grande importancia biolégica, novas propostas e
metodologias foram estudadas com a intencdo de compreender como 0s materiais
de partida interagiam entre si.°® Dessa forma, surgiram algumas propostas
mecanisticas. Atualmente existem trés propostas mais aceitas (Esquema 13):
mecanismo via Knoevenagel, mecanismo via imfnio e mecanismo via enamina.>’

A reacdo de Biginelli despertou grande interesse por ser um método
conveniente para a sintese de DHPMs, substancias que pertencem a uma
importante classe de compostos bioativos devido as suas propriedades
terapéuticas®®. As DHPMs possuem um grande espectro de atividades
farmacoldgicas, tais como, antivirais, antiinflamatorias, antibacterianas e
anticarcinogénicas.”

O composto 4 é um bloco construtor para a sintese de farmacos anti-

hipertensivos (Figura 12).

Figura 12 - Farmaco anti-hipertensivo que utiliza o composto 4 como bloco construtor.

R:F, Br, NO;
R;: 2,4 Cl, 4-Br, 3-NO,, 4-NO,, 3,4-OCH;, 4-OCH;,
R, H, 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 4-F

Fonte: adaptado de Sandhu.”®

Os derivados das reagOes de Biginelli sdo alvos atrativos devido a suas
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atividades biolégicas. Porém, as sinteses classicas destes compostos, além de
serem realizadas em condicOes severas apresentam baixos rendimentos. Portanto,
faz-se necesséario o desenvolvimento de novas metodologias acessiveis para a

sintese destes compostos.

Esquema 13 - Mecanismos aceitos para a sintese de DHPMs.
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1.6 Engenharia do Meio Reacional e Planejamento Fat orial Completo

Os processos laboratoriais, durante ou apos seu desenvolvimento, passam
por um processo de otimizag&o. Tais procedimentos visam melhorar algum tipo de
resultado/resposta que seja de interesse do pesquisador, estudando as diferentes
variaveis que influenciam um sistema e alteram sua resposta.®°

Ha duas maneiras de seguir com uma otimizagdo, uma delas é variar um
fator de cada vez mantendo os outros fixos, porém essa metodologia € menos
eficiente. A segunda estratégia para otimizar os resultados, € o método multifatorial
onde todas as variaveis sdo estudadas simultaneamente, permitindo uma melhor
anélise de como todas as variaveis influenciam o sistema como um todo.*

As variaveis de resposta a serem escolhidas variam conforme cada sistema,
elas podem ser. rendimento, seletividade, precisdo, etc. Para as variaveis
independentes, ou seja aquelas que serdo estudadas para avaliar a resposta, 0
pesquisador possui a liberdade de variar 0os niveis com 0 objetivo de otimizar sua
resposta.

A utlizacdo de métodos quimiométricos para o0 aprimoramento dos
resultados em quimica orgéanica auxilia na visualizagdo da influéncia de cada
variavel em um meio reacional de forma simultdnea. Neste trabalho, os
experimentos que serdo planejados levardo em conta simultaneamente as condi¢des
reacionais do sistema.

O planejamento fatorial completo é amplamente utilizado em quimica
analitica, mas a aplicacdo desse tipo de metodologia também pode ser estendida
para a otimizacdo de parametros como rendimento e seletividade em sintese
organica.

Neste trabalho, para a engenharia do meio reacional foram avaliadas trés
variaveis: temperatura, concentracdo do biocatalisador e condicdo do catalisador
(imobilizado ou livre). Em um primeiro momento, foram realizados experimentos a
fim de verificar as variaveis mais influentes no sistema. Posteriormente, com a
definicdo da variavel mais influente na resposta realizamos um estudo de

ascendéncia a fim de obtermos condicdes otimizadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a promiscuidade catalitica da BSA em reacdes de formacédo de

ligacdes C-C em sinteses orgéanicas (Esquema 14).

Esquema 14 - Moléculas alvo pretendidas.

OH

OH O

*

OoN 2

Reacéo Aldodlica

o

M .
O,N 5

Reacédo de Morita-Baylis-Hillman

2.2 Objetivos Especificos

0 OH

O,N 1 O,N 3
j Reacdo de Henry
NO,

o)

EtO | *“NH
N’gs
H

Reacdo de Biginelli

l. Sintetizar e caracterizar os compostos 2, 3, 4 e 5;

[I.  Avaliar a capacidade catalitica da BSA frente as quatro reacdes de

formacéao de ligagao C-C;

. Avaliar a enantiosseletividade da BSA na sintese de 2, 3,4 e 5;

V. Imobilizar o biocatalisador em nanoparticulas magnéticas de oxido de

ferro visando o controle da seletividade e a reutilizacdo do mesmo;




a7

Otimizar as condi¢cdes reacionais para a reacdo mais promissora,
controlando variaveis como temperatura, uso de solventes,
concentragdo de catalisador, tempo de reacdo e imobilizagao.
Utilizando como estratégia principal o planejamento fatorial completo.




Resultados
e
Discussao
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Imobilizacdo da BSA em Nanoparticulas Magnética s de Oxido de Ferro

Realizou-se a sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro a partir de uma
solucdo de cloreto de ferro (Il) e cloreto de ferro (lll). Ambas solu¢cbes foram
misturadas em um reator ultrassénico contendo hidréxido de sodio. Este método
para a sintese das nanoparticulas baseou-se nos estudos realizados por Kopp et al
(Esquema 15)%

Esquema 15 - Sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro.

FeC|2+ FeC|3 M Fe3o4

1eq. 2eq.

Em seguida a superficie da nanoparticula recém preparada foi
funcionalizada com aminas. Dessa forma, os residuos de amina incorporados na
nanoparticula formariam ligacbes cruzadas entre si. Para a funcionalizacdo das
nanoparticulas utilizou-se um organisilano com uma amina priméria presente em sua
cadeia lateral, o (3-aminopropil)trietéxisilano (APTES) (Esquema 16).

Esquema 16 - Funcionalizacdo das nanoparticulas utilizando o APTES.

ot

O
Q \—\NHz HZNWQ:‘NH
H,N" 3 'NH,
Fe304 NH2
Fe;0, - Funcionalizada




50

A etapa seguinte consistiu na imobilizacdo da BSA por M-CLEA. Em um
reator encamisado foram adicionados, 40 mg de nanoparticula e uma solucdo de
BSA com concentracdo 4 mg.mL’. A proteina foi precipitada utilizando
polietilenoglicol (PEG) 400, seguida da adicdo de glutaraldeido para a formacao das

ligacdes cruzadas (Esquema 17).

Esquema 17 - Imobilizacdo da BSA por M-CLEA.

30 mln
Tam 4o bicarbonato
E NANO | Gluteraldeico 25% ' /:[ P pH‘WO I
PEG 400 \ >
\/ 3h,2°C 30 _“'_"_’! NaBH

Retirou-se o biocatalisador com a aplicacdo de um campo magnético externo
e o mesmo foi lavado diversas vezes com agua destilada. Sendo assim, a
caracterizacdo inicial da imobilizacdo foi realizada por espectroscopia no
infravermelho (Figura 13).

Figura 13 - Espectros no infravermelho pelo modo ATR: a) Nanoparticula magnética; b)
BSA; c) BSA imobilizada nas nanoparticulas magnéticas.
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Porém, somente estes dados ndo foram conclusivos para afirmar a efetiva

imobilizagdo da BSA. Sendo assim, realizamos fotos de microscopia eletrénica de

varredura para observar a formacdo dos agregados entre a nanoparticula e a

proteina (Figura 14).

Figura 14 - Microscopia eletronica de varredura para BSA imobilizada. a) Nanoparticula
Magnética; b) BSA; c) BSA imobilizada
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Fonte: o autor.

Na foto em (c) é possivel observar as mudancas morfoldégicas que
ocorreram entre as microscopias (a) e (b), com a formacé&o dos agregados entre a
nanoparticula magnética e a proteina, confirmando a imobilizacao efetiva da BSA.

Diante destes resultados, empregou-se a BSA de duas maneiras nas
quatro reacdoes a serem estudadas. Na forma livre, e utilizando a técnica de
imobilizagado do tipo M-CLEA. Dessa forma, serdo apresentados os resultados
para as quatros reagdes que foram estudadas.

3.2 Reacao Alddlica

Tendo em vista o potencial sintético das reac¢des alddlicas, uma das
propostas do trabalho, foi sintetizar o composto 2. Esse produto pode ser utilizado
como bloco construtor para inUmeras moléculas. Sua sintese foi realizada utilizando
a BSA como catalisador (Esquema 18), e a prolina nas mesmas condi¢cdes

reacionais para fins de comparacéo dos resultados (Tabela 3).
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Esquema 18 - Reacdo alddlica reproduzida para a sintese de 2 utilizando a BSA livre ou

imobilizada.
(0] OH O
Tampao Fosfato 100 mM pH =7,5
Ho. j\ BSA
O,N C,H3N, 37°C O,N
1 2

Tabela 3 - Resultados obtidos para a sintese de 2.

Entrada Catalisador Conversao % ee %
1 BSA livre 33,5 10
2 BSA imobilizada 29,1 5
3 Prolina 30,0 n.d.*
4 Nanoparticula 0 n.d.
5 - 0 n.d.
6 BSA literatura® 80,0 n.d.

Tempo reacional de 30 horas.
1 mmol de 1:0,2 pmol de BSA
*n.d. — n&o determinado

Foram obtidos bons resultados durante a sintese de 2 utilizando BSA livre e
imobilizada. Pois, nas reagfes alddlicas com a utilizagdo de outros catalisadores,
sdo observados alguns incovenientes. E bem comum observar a formacdo do
produto de condensacdo alddlica, que sdo formados a partir da desidratacdo do
aduto de aldol.®

Os resultados de excesso enantiomérico foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), acoplado com um detector de
dicroismo circular para identificagdo dos compostos quirais.

Através das entradas 1 e 5, comprova-se a atividade catalitica da BSA na
reacdo aldolica. A conversdo para a reagdo aldolica utilizando a BSA livre foi de

33,5%. Pensando em aprimorar esse resultado, a BSA imobilizada foi empregada na
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reacao e a conversao obtida de 29,1%. Apesar da pequena diminuicdo da conversao
bem como no excesso enantiomérico na sintese de 2, o uso da BSA imobilizada na
reacdo reacdo alddlica traz vantagens para as operagfes de extracao liquido-liquido,
sem a formacdo de emulsédo que prejudicam a extracdo. A reacdo alddlica também
foi realizada utilizando a prolina (entrada 3). Observamos que em um mesmo
periodo de tempo ha uma maior conversdo em produto quando utilizada a BSA,
evidenciando o potencial biocatalitico desta proteina visto que a prolina € um potente
organocatalisador. Visto que a nanoparticula magnética estava funcionalizada com
APTES, realizamos a reacgdo alddlica apenas com a nanoparticula para eliminar a
possibilidade de uma catalise metalica ou uma catélise promovida pelo organosilano
(entrada 4). Como ja esperado nao houve formacédo de produto, comprovando a
catalise pela BSA quando ela foi empregada na condi¢do imobilizada. Comparando
os resultados aqui obtidos com a literatura®, verificamos que houve a diminuicdo na
conversdo do produto desejado. A BSA obtida comercialmente possui diferentes
graus de purificacdo de acordo com cada fornecedor. Dessa forma, os lotes de BSA
utilizados entre os resultados da literatura e os obtidos nessa dissertacdo, podem
interferir nos resultados de conversao explicando a diferenca nos dados de
conversao.

ApOs interromper a reacdo nao foram observados a formacdo de outros
produtos por CCD. Como os Rfs do material de partida bem como do produto eram
0,6 e 0,2, respectivamente, para o sistema hexano:acetato de etila (1:1). Optou-se
pela purificacdo por CCDP. Posteriormente, a recuperacao do produto 2 foi de 10%,
e confirmou-se a sintese do produto desejado através da caracterizacdo do

composto por Ressonancia Magnética Nuclear de tH (Tabela 4).
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Tabela 4 - Dados de RMN de *H para o composto 2 (CDCls;, 300,19).

. OH O
TR 2
| 3 1
O,N” 8 9/ 10
Dados Experimentais Literatura °*
o
H o (ppm) m Integ. J (Hz) m Integ. J (Hz)
(Ppm)
1 2,22 S 3 - 2,11 S 3 -
3 2,88 m 2 - 2,84 m 2 -
4 5,26 dd 1 7,7/14,5 5,26 m 1 -
6ell 7,58 m 2 - 7,53 d 2 8,8
7e9 8,26 m 2 - 8,20 d 2 8,8

No espectro de RMN de !H de 2 observa-se o simpleto a 2,22 ppm
integrando para trés hidrogénios, correspondente aos trés hidrogénios da metila (C-
1). O duplo dupleto em 5,26 ppm integrado para um hidrogénio, refere-se ao
hidrogénio do C-4. O multipleto observado em 2,88 ppm, refere-se aos dois
hidrogénios diasterotopicos de C-3. Os dupletos com deslocamento quimico em 7,58
e 8,26 ppm sao referentes aos hidrogénios correspondentes ao anel aromatico.

A proposta mecanistica utilizando a BSA como catalisador para a formacao
de 2 esta apresentada no Esquema 19. A primeira etapa do mecanismo consiste na
formacao da cetona enoldlica a partir da abstracdo do hidrogénio acido da acetona
pelos residuos basicos da BSA. Em seguida ocorre o ataque nucleofilico do enolato
na carbonila do aldeido, levando a formacdo de um intermediario. Por fim, para a
obtencdo do produto desejado, os pares de elétrons do oxigénio abstraem o

hidrogénio da amina protonada regenerando o catalisador.
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Esquema 19 - Proposta mecanistica para a formacgéo de 2 utilizando a BSA como
biocatalisador.

OH O BSA}—NH,
/@)‘*\)\ P W
O,N 02N

A reacdo alddlica estudada com a utlizagdo da BSA como catalisador, esta
relatada na literatura visando estudar as caracteristicas cinéticas da reacdo®, com
uma conversao de 80%. A BSA se apresenta como um bom catalisador, visto que

obtivemos uma conversdo equivalente ao de um organocatalisador nas mesmas

condi¢bes reacionais.

3.3 Reacao de Henry

Para a sintese de 3, realizou-se uma reac¢do inicial entre o p-nitrobenzaldeido
e 0 nitrometano utilizando a BSA como catalisador. O solvente para essa reacao foi

uma proporcao de 2:1 de isopropanol e 4gua®’ (Esquema 20).

Esquema 20 - Sintese de 3 utilizando i-propanol/agua como solvente da reagéo

nitroaldolica.
@] OH
NO
H BSA, 30 °C
* CH3NO, - .0
O,N i-propanol/H, O,N
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De acordo com Le®, a reacdo com a BSA possui uma conversao de 16% em
24 horas. A reacdo modelo foi reproduzida conforme a metodologia proposta e os
reagentes foram adicionados na seguinte ordem: 1) 10 mg de BSA; 2) 0,5 mL de
agua deionizada; 3) 1 mL de i-propanol; 4) 0,5 mmol de 1; e 5) 10 mmol de
nitrometano. E importante manter o excesso de nitrometano na reacdo de Henry,
pois quando a reacdo ocorre com excesso de aldeido pode resultar em uma
competicdo com condensacdes aldélicas, bem como epimerizac&o.*®

Os resultados desta reagdo ndo foram bons. Em um periodo de 120 horas
houve baixa conversdo, somente 3% do material de partida havia sido consumido.
Repetiu-se a reacdo, porém com outra ordem de adicdo dos reagentes sendo ela: 1)
0,5 mmol de 1; 2) 1 mL de i-propanol; 3) 10 mmol de nitrometano; 4) 10 mg de BSA;
e 5) 0,5 mL de agua deionizada.

Houve uma diferenca significativa de conversédo seguindo essa nova ordem
de adicdo dos reagentes. Em um periodo de 45 horas de reacao, foi possivel obter
uma conversdo de 34,7%. Este resultado prova a importancia da ordem de adicao
dos reagentes em uma reacao quimica.

Uma nova metodologia utilizando a BSA como catalisador e agua como
solvente foi testada*®, visando um maior rendimento para 3 e uma metodologia

sintética sem a utilizacédo de solventes organicos (Esquema 21).

Esquema 21 - Sintese de 3 utilizando agua como solvente na reacao nitroalddlica.

O OH

H BSA, 30 °C NO;
O,N 2 O,N

A sintese de 3 foi realizada de acordo com esta nova metodologia, utilizando

somente agua como solvente. O rendimento da reacao foi de 80%, e os resultados

obtidos através dos estudos com a BSA imobilizada, estdo apresentados na Tabela
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Tabela 5 - Resultados obtidos na sintese de 3 utilizando a BSA livre e imobilizada.

Entrada Catalisador Rendimento % ee %
1 BSA livre 80,0 -
2 BSA imobilizada 88,9 -
3 Nanoparticula 63,0 n.d.*
4 - 0,0 n.d.
5 BSA literatura®’ 98 6

Tempo reacional de 30 horas.
0,3 mmol de 1:0,7 pmol de BSA
*n.d. — ndo determinado

Para a reacdo de Henry, foram observados bons rendimentos com a utilizagao
da BSA. Através da técnica de imobilizacdo, foi possivel aumentar em 9,0% o
rendimento de 3. Como a BSA forma muita emulsdo durante os processos de
extracdo, ela foi removida do meio reacional através da aplicacdo de um campo
magnético externo. Dessa forma, ndo houve a formagdo de emulsdo durante as
operacOes de extracdo, afetando diretamente no rendimento da reacdo de Henry.
Entretanto, apos a imobilizacdo do biocatalisador ndo foi possivel a otimizacado dos
excessos enantioméricos para 3. Existe na literatura relatos da reacdo de Henry
catalisada por metais de transicdo®, e por aminas primarias®. Dessa forma,
realizamos o estudo da reacdo de Henry apenas com a nanoparticula magnética
funcionalizada (entrada 3), e observamos que houve a formac&o no produto 3. A
catalise que ocorreu pode ser promovida por duas vias: uma catalise metalica pelo
ferro e através das aminas primarias que estdo presentes na cadeia lateral do
APTES (Esquema 16). Porém, para afirmar qual das duas catalises ocorreram na
entrada 3 deve-se realizar outros experimentos envolvendo somente o APTES e a
nanoparticula sem estar funcionalizada.

O composto 3 foi purificado por CCDP utilizando como gradiente de eluicdo
35% hexano/acetato de etila. Foi possivel comprovar a formagdo do composto 3 por
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Ressonancia Magnética Nuclear de *H (Tabela 6).

Tabela 6 - Dados de RMN de tH para o composto 3 (CDCls, 300,19).

OH
s & NO;
1
ON"6™7 8
Dados Experimentais Literatura *'
[
H o (ppm) m Integ. J (Hz) m Integ. J (Hz)
(ppm)
1 4,60 m 2 - 4,61 m 2 -
2 5,63 m 1 - 5,68 m 1 -
4e8 7,64 d 2 7,24 7,63 d 2 6,5
5e7 8,26 d 2 8,28 8,26 d 2 6,5

No RMN de *H de 3, observa-se o deslocamento quimico em 4,60 ppm com
integracao para 2 hidrogénios correspondente aos protons do CH; (C1). O préton do
carbono 2, possui um deslocamento quimico de 5,63 ppm na forma de um multipleto
integrado para um hidrogénio. Os sinais referentes aos prétons do anel aromatico
apresentaram deslocamentos quimicos de 7,64 e 8,26 ppm.

Alguns inconvenientes surgiram durante a sintese e caracterizacdo do
produto 3. Para aumentar o rendimento e facilitar na purificacdo do produto, outros
catalisadores foram testados na reacdo de Henry (Tabela 7), sendo eles: lipase®
imobilizada em resina acrilica (Novozyme 435), hidreto de litio e aluminio*’, sal de

amonio quartenario®® e DMAP (4-dimetilaminopiridina)®’.
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Tabela 7 - Catalisadores testados na sintese do composto 3.

Entrada Catalisador Tempoh  Conversdo %
1 Novozyme 435 72 tracos
2 LiAIH,4 6 4
3 Hidroxido de trietilamina 17 28
4 DMAP 30 5

O resultado obtido utilizando a BSA é bastante promissor. Tendo em vista que
0s outros catalisadores testados séo bases fortes, podendo causar a formagéo de
produtos secundarios devido as reacfes de competicdo, como a reacdo de
Canizzaro. A proposta mecanistica para a formacao de 3 tem como primeira etapa a
formacao de um carbanion que é ativado com a abstracdo do hidrogénio acido pelo
catalisador, posteriormente h4 o ataque nucleofilico do carbanion no aldeido, o
oxigénio do intermediario formado ira capturar o préton da base sintetizando o
produto desejado. Como na reacéo aldélica, Gotor e colaboradores*, sugere que os
residuos dos aminoé&cidos de lisina sdo responsaveis pela catélise na reacdo de
Henry. No esquema 22, esta representado a proposta mecanistica para a reacao.

Esquema 22 - Proposta mecanistica para a sintese de 3 utilizando a BSA como catalisador

da reacéo.
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A reacdo de Henry de acordo com Gotor e colaboradores*, possui uma
conversdo maior que 90%. O resultado obtido para a sintese do padréo 3 esta de

acordo com a literatura tendo em vista que o rendimento obtido foi de 89%.

3.4 Reacdao de Morita-Baylis-Hillman

A etapa inicial para essa reagdo, consistiu na sintese e caracterizacdo do
aduto de MBH 5. O composto 5 foi utilizado como padrdo para monitoramento via
GC-FID das reacdes de MBH catalisadas por BSA. Para sintetizar o padrdo 5

empregou-se a prolina como catalisador, conforme o Esquema 23.°®

Esquema 23 - Reacéo de MBH para a sintese do composto 5.

OH O

Q 0
/@AH HK L-prolina w
+ | X
O,N DMF/H,0, 40 °C O.N
1

5

O rendimento bruto da reacédo foi de 97%. O produto obtido foi purificado por
DSC e caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear de *H, (Tabela 8).

Tabela 8 - Dados de RMN de *H para o composto 5 (CDCls, 300,19).

OH O

4
2 1
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15

Dados Experimentais Literatura
H o (ppm) m Integ. J (Hz) ® m Integ. J (Hz)
(Ppm)

1 2,35 S 3 - 2,36 S 3 -

4 5,70 S 1 - 5,68 S 1 -
7-9 8,20 m 2 - 8,20 t 2 10,6
6-10 7,55 m 2 - 7,55 m 2 -
11 6,3 S 1 - 6,29 d 1 6,8
11 6,04 d 1 1,1 6,04 t 1 15,4

A presenca dos deslocamentos quimicos em 8,20 ppm e 7,55 ppm séao
correspondentes aos hidrogénios da porcao aromatica de 5. O simpleto com & de
5,70 ppm, confirma a formacao da ligagdo C-C sendo correspondente ao hidrogénio
do carbono 4. A metila, possui deslocamento quimico de 2,35 com integracao igual a
trés, indicando os trés hidrogénios ligados ao carbono. Os sinais metilénicos
correspondem aos deslocamentos em 6,3 ppm e 6,04 ppm, ambos sinais integram
para um hidrogénio.

A reacdo de MBH para a sintese de 5 utilizando a BSA como catalisador,
ainda ndo esta descrita na literatura para os substratos trabalhados. Dessa forma,

uma reacdo teste foi realizada nas seguintes condicdes reacionais (Esquema 24).%°

Esquema 24 - Reacdo de MBH utilizando a BSA como catalisador.

-
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Em 30 horas de reacéo, foi observado todo o consumo do p-nitrobenzaldeido
e a formacdo de um dudnico produto. Porém, pela analise comparativa dos
cromatogramas da reacao de MBH, e do composto 5 puro concluimos que néo foi
formado o produto desejado (Figura 15).

Figura 15 - Cromatograma da reacdo de MBH. a) L-prolina 40 °C; b) Produto 5 puro; c)
BSA.
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De acordo com Kapoor’® pode ocorrer a formacdo do produto aldélico da
reacdo dependendo das condi¢cdes reacionais empregadas. Tendo em vista este
incoveniente, a reacdo de MBH com a BSA foi realizada nas temperaturas de 30 °C,
37 °C e 45 °C (Tabela 9).
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Tabela 9 - Influéncia da temperatura na reagdo de MBH.

Entrada  Temperatura °C Converséo %
1 30 99
2 37 63
3 45 0

Valores de converséo obtidos para o produto 6.
Tempo reacional de 30 horas.

Os testes realizados com o aumento da temperatura, mostraram apenas a
diminuicdo da conversdo, sem a formagao do produto desejado. O mecanismo

proposto para a formacéo do produto alddlico esta ilustrado abaixo (Esquema 25):

Esquema 25 - Proposta mecanistica para a formagao do produto alddlico.

A primeira etapa do mecanismo é a formacdo do enolato proveniente da metil
vinil cetona (MVK). O nucledfilo abstrai um dos hidrogénios acidos do sistema a,f3
insaturado, e o aldeido sofre o ataque nucleofilico do enolato formado. O oxigénio
com densidade negativa, abstrai novamente o hidrogénio gerando o produto alddlico
da reacédo de MBH.

Uma possivel explicacdo para a formacédo do produto aldélico na reacdo de

MBH deve-se as condi¢cOes experimentais que foram empregadas nesse sistema.
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Neste caso a reacdo ocorreu com uma proporcao de agua:acetonitrila de 25:1 e pH
= 7,0. Portanto, como o pH esta mais basico ele pode ter favorecido a enolizacdo do
acrilato e abstracédo do hidrogénio acido seguindo com a adic¢do alddlica.

Uma outra estratégia para a sintese de 5 utilizando a BSA foi avaliada
(Esquema 26). Foram realizadas alteragcdes nas condicbes experimentais, sendo
elas: 1) a reacdo ocorreu sob temperatura controlada de 40 °C e; 2) houve a
substituicdo da solugdo tampdo para o uso de agua destilada e acetonitrila, em uma

proporcao de 4:1.

Esquema 26 - Reacdo de MBH otimizada.

Tabela 10 - Resultados obtidos apds otimizacéo da reacdo de MBH para a sintese de 5.

Entrada Catalisador Converséao % ee %
1 BSA livre 30,0 6,0
2 BSA imobilizada 38,7 12,6
3 Nanoparticula 0,0 n.d.*
4 - 0,0 n.d.

Tempo reacional de 30 horas.
*n.d. — ndo determinado.

Através dos experimentos descritos nas entradas 1 e 4 (Tabela 10) podemos
confirmar a atividade catalitica da BSA para sintetizar o aduto de MBH. Nao foi
observada a formacao de subprodutos, com uma conversdo de 30% em 30 horas.
Quando a BSA imobilizada foi utilizada na reacdo de MBH, houve um aumento de

8,7% na conversao de 5. Além disso, 0 excesso enantiomérico dobrou de 6,0%,
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quando utilizada a BSA livre, para 12,6% com a proteina imobilizada. As vantagens
em utilizar a BSA imobilizada na reacdo devem-se a facilidade no manuseio e
operacdes downstream, que resultaram em maior rendimento. Como houve catalise
promovida pela nanoparticula na reacdo de Henry, realizamos o mesmo estudo para
a reacdo de MBH. Como ja era esperado, ndo houve formacdo de produto
eliminando a catélise metalica ou a catélise pelo APTES.

A proposta mecanistica para a reagdo de MBH catalisada pela BSA esta
representada no Esquema 27.

Esquema 27 - Proposta mecanistica para a rea¢do de MBH utilizando a BSA

L & 5
OJ@A@@ @'H@ \/‘JK@\

-~

O mecanismo da reagéo se inicia com a adicdo de Michael da amina da BSA
ao sistema ao sistema q,B-insaturado, o0 p-nitrobenzaldeido sofre uma adicdo
alddlica do azaenolato zwitteridonico gerando o zwitterion. Por fim, ha a migracéo

interna do proton e eliminagéo do catalisador fornecendo o produto 5.

3.5 Engenharia do Meio Reacional para a Reagdo de M BH

Tendo em vista que os resultados obtidos para a reacdo de MBH com a BSA

ainda ndo estdo descritos na literatura, optamos por fazer um planejamento fatorial
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completo (PFT) a fim de otimizar as condi¢cdes reacionais visando melhorar a
conversao e 0 excesso enantiomérico.
O planejamento reproduzido foi do tipo 23, onde sdo avaliadas trés variaveis
em dois niveis (um maximo e um minimo). As variaveis estudadas foram:
1) Temperatura: maximo 40 °C e minimo 20 °C;
2) Concentragédo da BSA: maximo de 2,2 umol e minimo de 1,5 pmol;
3) Condicéo do catalisador: maximo imobilizado e minimo livre;

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Planejamento fatorial completo para a reacdo de MBH.

Entrada Temperatura (°C) BSA (umol) Condicdo Conversédo % ee %

1 20 15 Livre 39,5 -
2 40 15 Livre 42,1 2
3 20 2,2 Livre 34,2 4
4 40 2,2 Livre 30,0 6
5 20 15 Imob. 37,8 2
6 40 15 Imob. 27,6 -
7 20 2,2 Imob. 29,1 5
8 40 2,2 Imob. 38,7 13

Tempo reacional de 30 horas.

Em uma primeira andlise dos resultados obtidos no PFT observamos que a
variavel determinante para otimizacdo dos resultados € a concentracdo do
catalisador. Primeiramente, através das entradas 1 e 3, onde s&o mantidas a
temperatura e condicdo do catalisador podemos observar que houve uma pequena
diminuicdo na conversdo, porém houve um aumento no excesso enantiomérico. O
mesmo pode ser observado para as entradas 2 e 3, e, 5 e 7. Quando a temperatura
foi mantida a 40 °C e a condicdo do catalisador imobilizado (entrada 7 e 8), afetou
no aumento da conversao bem como do excesso enantiomeérico, passando de 5 para
13%.
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Os célculos estatisticos realizados através dos resultados obtidos no PFT
comprovaram que a variavel com maior influéncia na resposta € a concentracédo do
catalisador. Na Tabela 12 podemos observar o valor do efeito das varidveis quando
estudadas separadamente. Bem como, a influéncia simultdnea das variaveis nos

resultados de conversao e excesso enantiomérico.

Tabela 12 - Valores do efeitos das variaveis estudadas no PFT.

Variavel Efeito

1 0,2
2 15,2
3 8,6  Variaveis:
o o2 YT
12 11,2 3-Condig&o (Livre/Imobilizado)
23 23,8
123 40,2
Soma 100

No sistema estudado, as trés variaveis juntas possuem uma influéncia de
40,2%. Porém, quando analisamos o efeito da variavel 2 ela atua separadamente
com um efeito de 15,2%. Além disso, quando essa mesma variavel € estudada junto
com as outras o valor no efeito aumenta.

Esses resultados podem ser melhores analisados quando plotados em um
grafico de probabilidade (Figura 16). Os valores que estdo mais proximos ao zero
nao influenciam na resposta, enquanto os valores de efeito que estdo mais distantes

do zero exercem maior interferéncia nas respostas que foram analisadas.
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Figura 16 - Gréfico de propabilidade.
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Baseando-se nos resultados obtidos e na importancia das variaveis:
concentracédo da BSA e condicéo do catalisador, adotamos a entrada 8 para explorar
a influéncia do aumento da concentracdo do biocatalisador. Portanto, a préxima
estratégia visou aumentar a concentracdo do catalisador mantendo a imobilizac&o
para avaliar até quanto a concentracdo de BSA maximizava os resultados. (Tabela
13)

Tabela 13 - Caminho de ascendéncia variando a concentracdo do catalisador.

Entrada BSA (pmol) Condigdo Conversdo% ee %

1 2,2 Imob 38,7 13
2 3,0 Imob 53,5 1
3 3,7 Imob 70,1

4 4,5 Imob 73,9 3

Através das entradas 1 e 4, observamos um aumento de 35,2% na formagéo
do aduto de MBH. Este resultado reflete diretamente que a concentracdo do
catalisador afeta no aumento da conversédo da reacdo de MBH. Porém, o aumento
expressivo de conversao ocorre entre as entradas 2 e 3. Passando de 53,5%
utilizado 3,0 umol de BSA para 70,1% quando empregado 3,7 umol de proteina. O

acréscimo de 50 mg de biocatalisador entre as entradas 3 e 4, nao é tao eficaz visto




70

gue a conversdo aumenta apenas para mais 3,8%.

Os valores de excessos enantioméricos mantiveram-se racémicos. Uma
possivel explicacdo para estes resultados de ee deve-se ao fato que a BSA é uma
proteina, e diferente das enzimas, ndo possui um sitio ativo para catalisar as
reacoes. Desta forma, os residuos de aminoacidos que estdo presentes na

superficie da BSA irdo catalisar as reacfes sem especificidade.

3.6 Reutilizagédo do Biocatalisador

Através do caminho de ascendéncia, notamos que o aumento significativo
na conversao ocorreu entre as entradas 1 e 3. Para explorar o método de
imobilizacdo utilizado, e verificar a retencdo de atividade catalitica, a proteina
imobilizada nas nanoparticulas de oxido de ferro na condi¢do otimizada (Esquema
28) foi submetida aos experimentos de reuso do biocatalisador (Figura 17).

Esquema 28 - Reacgdo de MBH otimizada para os parametros estudados.

0 OH O
/@’)‘\H RI\ 3,7 pmol de BSA imobilizada
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O.N + HoOIC,H N (4:1), 40°C
O,N
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Figura 17 - Reuso da BSA imobilizada em nanoparticulas de 6xido de ferro.

Conversao %
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Foi possivel observar que a BSA imobilizada ndo manteve sua atividade
catalitica inicial. Houve o decaimento na conversao da reacdo de MBH, passando de
70,15 %, para 28,58 % no quarto ciclo.

A vantagem da imobilizagdo do tipo M-CLEA para a BSA, na reagédo de
MBH, se limita a facilidade de recuperacdo do biocatalisador. Pois como as
nanoparticulas utilizadas sdo magnéticas, a BSA pode ser removida facilmente com

a aplicacdo de um campo magnético externo que facilitam as operacbes de
downstream.

3.7 Reacao de Biginelli

Para a sintese de 4 foram avaliadas duas estratégias sintéticas, a primeira
utilizando utilizando catalisadores quimicos como o DABCO"* e cloreto de amdnio
(NH4,CI)? e a segunda, utilizando a BSA livre/imobilizada como biocatalisador’
(Esquema 29).
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Esquema 29 - Reacdo de Biginelli para a sintese de 4.

NO,

As andlises de RMN de 'H, bem como de Espectrometria de Massas sugerem

a formacdo do produto 4, apesar das mesmas terem sido realizadas em uma

amostra semi-purificada.

Tabela 14 - Dados de RMN de tH para o composto 4 (CDCls, 300,19).

73

Dados Experimentais Literatura
H o (ppm) m Integ. J (Hz) ® m Integ. J (Hz)
(Ppm)

1 7,73 S 1 - 7,87 S 1 -

3 8,19 S 3 - 8,02 S 2 -

4 5,53 d 1 4,14 5,52 d 1 3,0
7 2,40 S 3 - 2,39 S 3 -

9 4,15 m 2 - 4,13 q 2 6,8
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10 1,22 S 3 - 1,21 t 2 7,2
12 e 16 7,51 d 2 8,7 8,20 d 2 9,0
15e13 8,20 d 3 8,8 7,48 d 2 8,7

O dupleto com deslocamento quimico de 5,56 ppm é referente ao carbono
assimétrico de 4, os sinais do grupo etila estdo presentes no deslocamento quimico
de 4,15 ppm e 1,22 ppm, pode-se observar o simpleto em 7,75 ppm, que
corresponde a uma das aminas presentes na estrutura. Observa-se também, junto
com os sinais do aromatico, um simpleto em 8,19 ppm, sugerindo a presenca da
amina (3).

No espectro de massas obtido via insercao direta da amostra em fonte de
ionizacao por eletronspray no modo positivo, observou-se a presenca do ion m/z
322.08, correspondente a [M+H]" de 4 (Figura 18).

Figura 18 - Espectro de massas (ESI-(+)-MS) para o composto 4.
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Entretanto, ndo foi possivel atribuir o pico correspondente ao aduto de

Biginelli nos cromatogramas obtidos por GC-FID (Figura 19), impossibilitando o
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monitoramento da conversdo do material de partida no produto de Biginelli.

Figura 19 - Cromatograma obtido para a Reacé&o de Biginelli.
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Sharma’ apresentou uma proposta mecanistica plausivel para a reacdo de
Biginelli catalisada pela BSA. Os autores sugerem que o0s residuos basicos dos

aminoacidos da proteina sao responsaveis pela catalise da reacéo (Esquema 30)

Esquema 30 — Proposta mecanistica para formacao de DHPM catalisado pela BSA.

o) S
NH 0.3
Ay |-|2r\|J\NH2 %’ PPN

R H Ri”, "N~ "NH,
H,0 H A~
RIHH - HoN
R, O




75

A primeira etapa do mecanismo da reacdo é o ataque da tiouréia no grupo
carbonila do aldeido levando a formacdo de um ion iminio. Em seguida ha a retirada
do préton a partir da ativagdo do acetoacetato de etila devido ao equilibrio ceto-
endlico existente na estrutura pelo grupo amino basico da BSA. O intermediario
formado sofre uma ciclizacdo intramolecular, seguida de uma condensacao
formando o DHPM desejado.

De acordo com a literatura’®, a reacdo de Biginelli utilizando a BSA possui um
rendimento de 77%. Esta reacdo se apresenta efetiva para a sintese de DHPMs,
pois é uma metodologia branda e de alta convergéncia para produtos com alta
atividade biolégica como os DHPMs. Porém, no nosso caso a dificuldade na

purificacdo de 4 inviabilizou o monitoramento/estudo da reacéo de Biginelli.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Foram propostas a sintese de quatro blocos construtores (2, 3, 4 e 5)
utilizando a BSA como biocatalisador. A sintese de 2 e 3 foi realizada conforme
metodologias propostas na literatura. Empregando condi¢cdes reacionais brandas e
reagentes ambientalmente amigaveis. Os resultados de conversdo para o produto 2
aqui obtidos foram menores que as conversdes relatadas na literatura visto que o
tipo de BSA obtida comercialmente pode afetar a conversao. Entretanto, na reacao
de Henry para sintese do produto 3 os valores de rendimento se assemelham com
os resultados descritos na literatura. Porém, na reacdo de Biginelli as dificuldades
obtidas durante a purificacdo de 4 impediram o estudo da catédlise da BSA nesta
reacao.

Durante a reacdo de MBH para a sintese de 5, observou-se dois fatores
através da mudanca nas condicoes experimentais sendo eles: 1) 100% de
conversdo no produto aldolico ao invés do aduto de MBH, e 2) com a mudancga de
temperatura de 30 °C para 40 °C e a substituicdo da acetonitrila por um proporgao
de agua/solvente de 4:1 foi possivel sintetizar o aduto de MBH 5, com converséao de
30%. A BSA apresenta um alto potencial biocatalitico, visto que as reacdes
formadoras de ligagdo C-C apresentaram baixa conversdo ou nenhuma, no produto
desejado sem a presenca da mesma.

A imobilizacdo em nanoparticulas de 6xido de ferro foi efetiva. Tendo em vista
as analises de espectroscopia no infravermelho, as fotos microscopia eletrénica de
varredura e a atividade catalitica comprovada pelas rea¢gfes reproduzidas.

As reagbes empregando o uso do biocatalisador imobilizado foram eficientes
e cada reacao teve sua particularidade. Na reacédo aldolica ndo foram observados
aumentos na conversao e Nnos excessos, porém a técnica de imobilizacao facilitou a
retirada do catalisador do meio reacional. Na reacdo de Henry houve o aumento do
rendimento da reacdo, afetado diretamente pela técnica de imobilizagdo empregada,
mas ndo ocorreram grandes alteracdes nos excessos enantioméricos, mantendo-se
racémicos. Para a reacdo de Morita-Baylis-Hillman, houve um aumento na

conversdo do aduto MBH e o0 excesso enantiomérico dobrou de 6,0% para 13,0%. E
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em relacédo a reacdo de Biginelli, observou-se a diminuicdo no consumo do material
de partida.

Como a reagao mais promissora dentre as estudadas foi a reagdo de MBH,
realizamos um planejamento fatorial completo que possibilitou estabelecer uma
metodologia otimizada para esta reacdo. Assim, variando o valor de temperatura,
concentracdo do catalisador e condicdo do catalisador a condicdo reacional
otimizada foi alcancada. Para a sintese do aduto 5 utilizando a BSA como
catalisador a melhor condicdo reacional encontrada baseia-se na utilizacdo de
0,0037 mmol de BSA imobilizada, catalisando uma reacgéo entre 0,5 mmol de 1 e 0,5
mmol MVK a 40 °C com uma proporcao de 4:1 de agua/acetonitrila atuando como
solvente. Dessa forma, também observamos que a BSA ndo apresenta um
comportamento seletivo, visto que 0sS excessos enantiomeéricos variaram em cada
experimento. Além disso, o0s resultados dos experimentos em ascendéncia
mostraram que, de fato, o aumento da concentracdo da BSA afeta diretamente no
aumento da conversdo na reacdo de MBH, porém a partir de 0,0037 mmol de
catalisador esse aumento ndo é tao expressivo.

Com a condi¢édo otimizada da reacdo de MBH foi possivel avaliar o reuso do
biocatalisador. Observamos a diminuicdo na conversao do aduto de MBH a partir do

segundo ciclo.




Procedimento
Experimental
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Consideractes Gerais

5.1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes foram adquiridos junto a empresa Sigma-Aldrich e utilizados
sem purificacdo prévia. Os solventes foram utilizados em grau PA, HPLC ou ultra-

dry.

5.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de
1H)

Os espectros de RMN de *H foram registrados no espectrometro Bruker —
Fourier 300 (Bp = 7,05 T) a 300,19 MHz. Os deslocamentos quimicos (d) de
hidrogénio foram registrados em ppm utilizando como referéncia CDCl; (& = 7,26).
As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais foram

caracterizados como: dupleto (d), duplo dupleto (dd), multipleto (m) e simpleto (S).

5.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN de 3C)

Os espectros de RMN de *3C foram registrados no espectrometro Bruker —
Fourier 300 (Bo = 7,05 T) e Bruker — Ascend 600 Ill, operando a 75,04 MHz e 150,03
MHz, respectivamente. Os sinais de deslocamentos quimicos de carbonos foram

registrados em ppm, sendo & 77,0 para CDCls.

5.1.4 Cromatografia Gasosa Acoplada a um Detector de lonizacdo de Chamas (GC-
FID)
As andlises por GC-FID foram realizadas utilizando-se um cromatografo

gasoso modelo Shimadzu GC-2010 Plus equipado com injetor automéatico AOC-20i e
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acoplado a um detector de ionizacdo de chamas. O cromatografo operou a um fluxo
constante de gas H, de 40 mL min™, temperatura do injetor igual a 200 °C. Foi
utilizada coluna capilar de silica fundida Restek Rtx®-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um,
5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano). As injecbes das amostras foram de 1 yL na
concentracdo de 0,5 — 1 mg mL™ no modo splitless. A programacao utilizada foi 80
°C por 3 minutos, 80 — 280 © C com rampa de aquecimento a 30 °C / min, e mantidas

a 280 ° C por 5 minutos.

5.1.5 Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram realizadas utilizando-se um cromatografo
gasoso modelo Shimadzu GC-2010 equipado com um injetor automatico AOC-5000
e acoplado a um detector de massas Shimadzu MS2010plus com impacto de
elétrons (IE, 70 eV) no Instituto de Quimica de S&o Carlos sob os cuidados do Prof.
Dr. André Luiz Meleito Porto. O cromatografo operou a um fluxo constante de gas He
de 40 mL min?, temperatura do injetor igual a 260 °C. Para CG foi utilizada coluna
capilar de silica fundida J&W Scientific (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, 5% fenil e 95%
dimetilpolisiloxano). As inje¢cdes das amostras foram de 1 pL na concentragdo de
0,5-1 mg mL™.

5.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As analises cromatogréaficas liquidas de alta eficiéncia foram realizadas
utilizando um cromatégrafo JASCO® com controlador LC-NET II/ADC, detector de
arranjo fotodiodos MD-2018 PLUS, bomba PU-2086 plus, injetor automatico AS-
2055 e detector de dicroismo circular (CD-2095). As injecdes das amostras foram de
10 pL na concentracéo de 1 mg.mL™. Utilizou-se a coluna Diacel, de silica encapada
com celulose ligada a 3,5- dimetilfenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 ym) e pré-coluna
(10 x 4,6 mm, 5um), modelo Chiralcel OD-H (fase normal). O cromatografo operou

em modo isocratico com fase movel composta por 85% hexano e 15% isopropanol.
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Temperatura do forno de 25 °C e comprimento de onda de 254 nm.

5.1.7 Cromatografia em Camada Delgada e Tubular

As reacdes foram acompanhadas por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), em cromatoplacas de 20x10 cm da Merck com suporte de aluminio com filme
de silica gel 60 Fs4.

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas com silica gel da Sigma-Aldrich (tamanho da particula 2-25 um), com
fluoresceina. As placas foram confeccionadas com espessura de 0.75 mm sobre
placas de vidro de 20 x 20 cm.

As cromatografias em DSC (Dry Silica Colunm) foram realizadas com silica
gel 230-400 mesh da marca Macherey-Nagel, com gradiente de eluicédo
hexano/acetato de etila.

A revelacdo dos compostos com grupos cromoforos foi realizada utilizando
radiac&o ultravioleta no comprimento de onda A de 254 nm.

5.1.8 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcédo na regidao do infravermelho foram registrados em
um espectrofotdmetro modelo Thermo Scientific Nicolet iS5, com transformada de
Fourier, no modo Attenuated Total Reflectance (ATR) (4000 a 500 cm-1).

5.1.9 Microscopia Eletrénica de Varredura Convencional (MEV)
As fotografias de microscopia eletronica de varredura foram registradas em

um microscopio Topcon, modelo SM 300 convencional. As amostras foram

depositadas sobre um porta amostras de carbono e metalizadas com ouro.
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5.1.10 Espectrometria de Massas

As analises de Espectrometria de Massas foram realizadas utilizando-se um
espectrométro modelo Bruker MaXis impact com ionizagdo por electronspray
operando no modo positivo de analise. Os espectros adquiridos foram realizados
com voltagem de ESI de 5kV, presséo do gas nebulizador de 0,3 bar, vazao do gas

de secagem de 4,0 L min™ e temperatura do capilar de transferéncia de 180 °C.

5.2 Sintese dos padrbes 2, 3,4e5

5.2.1 Sintese do composto 4-hidroxi-4-(8-nitrofenil)butan-2-ona (2).

i) Metodologia 1: A sintese do produto 2, foi realizada em um baldo de fundo
redondo de 25 mL dissolvendo-se 13 mg de BSA em 9,0 mL de uma solucdo de
tampéo fosfato (pH 7,5, 100 mM), seguida da adi¢édo de 0,015 g (0,2 mmol) de p-
nitrobenzaldeido em 1,0 mL de acetonitrila e de 1,0 mL de acetona. A reacao ocorreu
protegida da luz, com temperatura controlada de 37 °C e agitacdo magnética. A
reacao foi acompanhada por GC-FID e CCD. Interrompeu-se a reagcao com adicao
de 5,0 mL de acetato de etila e a fase aquosa extraida trés vezes com acetato de
etila. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e o produto bruto
concentrado a presséo reduzida. A purificagdo do produto foi realizada em CCDP
(50% Hexano/Acetato de etila; Rf = 0,2).

i) Metodologia 2: Em uma baldo de fundo redondo 0,030 g (0,2 mmol) de p-

nitrobenzaldeido foram adicionados, seguidos da adicdo de 4,2 mg de L-prolina, 1,8
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mL de acetona e 0,2 mL de agua destilada. A reacdo ocorreu sob temperatura
controlada de 25 °C com agitacdo magnética. Interrompeu-se a reacdo com adicao
de 2,0 mL de agua e a fase aquosa extraida trés vezes com acetato de etila. As
fases organicas foram combinadas e secas com sulfato de magnésio anidro e
concentrada a presséo reduzida. A purificacdo do produto foi realizada em CCDP
(50% Hexano/Acetato de etila).

OH O 4-hidroxi-4-(8-nitrofenil)butan-2-one: FM  C;0H;3:NO, MM
2 A ~ 209,20, oleo amarelado; EM m/z (%) 207 (98%), 281 (43%)
> 7 (M+); RMN de H (300,19 MHz, CDCly) &: 8.26 — 8.17 (d, 2H,
H7-H9), 7.58 — 7.49 (d, 2H, H6-H10), 5.26 (dd, J = 7.7, 4.5 Hz,
1H, H4), 2.88 — 2.81 (d, 2H, H3), 2.22 (s, 3H, H1).

8 10
O,N"8™7

5.2.2 Sintese do composto 1-nitro-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)-etanol (3).

i) Metodologia 1: Em um baldo de fundo redondo de 5,0 mL adicionou-se
0,045 g (0,3 mmol) de p-nitrobenzaldeido e 50 mg de BSA. Em seguida foram
adicionados 1250 pL de agua destilada e 310 pL de nitrometano. A reagéo ocorreu
com agitacdo magnética a 30 °C. Interrompeu-se a reacao adicionando-se 5,0 mL de
agua destilada, e a fase aquosa foi extraida trés vezes com acetato de etila. As fases
organicas foram combinadas e secas com sulfato de magnésio e o produto bruto
concentrado a pressao reduzida. O composto foi purificado por CCDP (35%
Hexano/Acetato de etila; Rf = 0,2).
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i) Metodologia 2: A sintese de 2 iniciou-se com a adi¢cdo de 10 mg de BSA
em um baldo de fundo redondo, posteriormente 0,5 mL de agua deionizada, 0,075 g
(0,5 mmol) de p-nitrobenzaldeido e 640 pL de nitrometano foram adicionados ao
meio reacional. A reacdo foi interrompida com a adicdo de acetato de etila, e
monitorada por CCD e CG-FID.

iii) Metodologia 3: 0,075 g (0,5 mmol) de p-nitrobenzaldeido, seguida da
adicdo de 700 pL de nitrometano, 10 mg de lipase imobilizada em resina acrilica
(Novozyme 435), 1,0 mL de n-propanol e 0,5 mL de agua destilada. A reacéo foi

interrompida com a adi¢cdo de acetato de etila, e monitorada por CCD e CG-FID.

iv) Metodologia 4: 0,0037 g (1 mmol) de hidreto de litio e aluminio (LiAIHz)
seguida da adicao de 2,0 mL de tetraidrofurano seco (THF), a mistura foi agitada
durante 30 minutos com temperatura controlada de 0 °C. Apds esse periodo 272,5
pL de nitrometano foram adicionados ao meio e a reagdo agitada por mais 30
minutos. Por fim, 0,1511 g (1 mmol) de p-nitrobenzaldeido foi adicionado ao meio
reacional e a reagao foi agitada durante 6 horas com temperatura controlada de 0
°C. A reacao foi interrompida com a adicdo de acetato de etila, e monitorada por
CCD e CG-FID.

v) Metodologia 5: Em um baldo de fundo redondo 0,1511 g (1 mmol) de p-
nitrobenzaldeido foram pesados, seguido da adi¢do de 109 pL de nitrometano, 3,0
mL de hidréxido de s6dio (NaOH 0,025 M) e 18 mg (0,1 mmol) de hidréxido de
tetrametilamonio. A reag&do ocorreu com temperatura controlada de 30 °C, com
agitacdo magnética, durante 17 horas. A reacédo foi interrompida com a adicdo de

acetato de etila, e monitorada por CCD e CG-FID.

vi) Metodologia 6: Em um baldo de fundo redondo 0,1511 g (1 mmol) p-
nitrobenzaldeido foram pesados, seguido da adi¢do de 54,5 pL de nitrometano, 6,0

mg (0,05 mmol) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e 1,0 mL de n-propanol. A reacao
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ocorreu com temperatura controlada de 30 °C, com agitacdo magnética, durante 30
horas. A reacao foi interrompida com a adicdo de acetato de etila, e monitorada por
CCD e CG-FID.

OH 1-nitro-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)-etanol: FM CgHgN.Os MM 212,16

5 3 NO,

2> RMN de tH (300,19 MHz, CDCls) &: 4.60 (m, 2H, H1), 5.63 (m, 1H,
ON"e~T" H2), 7.64 (d, 2H, H4-H8, J = 7,64 Hz), 8.26 (d, 2H, H5-H7, J = 8,28
Hz).

5.2.3 Sintese do composto 1,2,3,4-tetrahidro-6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-

tioxopirimidina-5-carboxilato de etila (4).

NO,
o)

H (0] (0] S
+ M o
o N/©)L * MOEt HaN" “NH;

2!

1

i) Metodologia 1: Pesou-se 0,0378 g (0,025 mmol) de p-nitrobenzaldeido e
foram adicionados 40 pL de acetoacetato de etila, 0,0191g (0,025 mmol) de tiouréia
e 50 mg de BSA em 3,0 mL de etanol. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética
durante 30 horas a 60 °C. Apds resfriamento do meio reacional, os cristais foram
precipitados conforme o resfriamento acontecia, lavados com agua destilada gelada

e recristalizados em etanol.

i) Metodologia 2: Pesou-se 0,1511 g (1 mmol) de p-nitrobenzaldeido e foram
adicionados 126,4 pL de acetoacetato de etila, 0,0913 g (1 mmol) de tiouréia, 0,0112
g (0,2 mmol) de 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) e 5,0 mL de etanol, a reacéo
ocorreu sob temperatura de 78,8 °C. Apés resfriamento do meio reacional, os cristais
foram precipitados conforme o resfriamento, lavados com agua destilada gelada e

recristalizados com etanol.
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iii) Metodologia 3: Pesou-se 0,3022 g (2 mmol) de p-nitrobenzaldeido e
foram adicionados 253 pL de acetoacetato de etila, 0,2283 g (2 mmol) de tiouréia,
0,0427 g (0,8 mmol) de cloreto de amdnio (NH4Cl). A reacéo ocorreu durante 3 horas
com temperatura de 100,0 °C e foi interrompida com a adicdo de 50 mL de agua
destilada gelada. Os cristais foram lavados com outros 50 mL de agua destilada
gelada e recristalizados com etanol.

iv) Metodologia 4: Pesou-se 0,7556 g (5 mmol) de p-nitrobenzaldeido e
foram adicionados 640 pL de acetoacetato de etila, 0,3806 g (5 mmol) de tiouréia,
0,2971 g (1,25 mmol) de cloreto de niquel hexahidratato e 10 mL de etanol. A reacéo
ocorreu por 24 horas com temperatura de 78,8 °C e foi interrompida deixando o
sistema atingir a temperatura ambiente, posteriormente a reagdo foi mantida em
banho de gelo por 1 hora. Os cristais foram lavados com 25 mL de agua gelada e 30
mL de uma mistura de agua-etanol, os solidos foram secos e recristalizados com

etanol.

1,2,3,4-tetrahidro-6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-tioxopirimidina-5-
carboxilato de etila: FM C14H15N,04S MM 321,35, p.f. 207-209
°C, s6lido amarelado; EM (ESI-(+)-MS) m/z 322,08 [M+H]",
modo positivo. RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) 6: 8.20 (d, J =
9,0 Hz, 3H, H13-H10), 7.73 (s, 1H, NH), 7.51 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
H12-H11), 5.53 (d, J = 4,14 Hz, 1H, H4), 4.15 (m, 2H, H9), 2.40 (s, 3H, H7), 1.23 (s,
1H).




88

5.2.4 Sintese do composto 4-hidroxi-4-(4-nitrofenil)-3-metileno-butan-2-ona (5).

N

OH O

't o)
H
w -
O2N O,N
1

5

i) Metodologia 1: A sintese de 5 foi realizada pesando-se 0,0755 g (0,5 mmol)
de p-nitrobenzaldeido, seguida da adicdo de 41 pL de metil vinil cetona (MVK), 4,0
mL de agua destilada, 1,0 mL de acetonitrila e 150 mg de BSA. A reacao ocorreu sob
temperatura controlada de 40 °C com agitagcdo magnética. A reacéo foi interrompida
com a adicdo de 5 mL de agua destilada, a fase aquosa trés vezes com 5 mL de
acetato de etila. As fases organicas foram combinadas e secas com sulfato de
magnésio anidro (MgSO,) e o produto bruto concentrado a presséo reduzida. O
composto 5 foi purificado por cromatografia em silica seca (DSC) utilizando como

gradiente de eluicdo Hexano/Acetato de etila.

i) Metodologia 2: A sintese do composto 5 foi realizada em um baldo de
fundo redondo de 5 mL pesando 0,1511 g (1 mmol) de p-nitrobenzaldeido,
adicionando-se 251 pL de metil vinil cetona (MVK), 900 pL dimetilformamida (DMF) e
100 pL agua destilada. Posteriormente, houve a adi¢do de 11,5 mg (0,1 mmol) de
prolina e 0,021 g (0,2 mmol) de bicarbonato de sodio (NaHCO3). A reacdo ocorreu
durante 16 horas, sob temperatura controlada de 40 °C. A reacao foi interrompida
com a adicdo de 5 mL de agua destilada, a fase aquosa trés vezes com 5 mL de
acetato de etila e salmoura, secou-se a fase organica com sulfato de sddio anidro
(NaSO,) e o extrato concentrado a presséao reduzida. O composto 5 foi purificado por
cromatografia em silica seca (DSC) utilizando como gradiente de eluicdo
Hexano/Acetato de etila.
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OH O 4-hidroxi-4-(8-nitrofenil)-3-metileno-butan-2-ona FM Cj3;H11NO4

7 4 2

8 1 MM 221,21, 6leo amarelado. RMN de *H (300,19 MHz, CDCl5)
ON o 1t

’ 5: 8.2 (M, 2H, H9-H7), 7.6 (m, 2H, H6-H10), 6.3 (s, 1H, H11),
6.04 (d, 1H, J = 1.1 Hz, H11), 5.7 (s, 1H, H4), 2.4 (s, 3H, H1).

5.3 Imobilizacdo da BSA em nanoparticulas magnética s

As nanoparticulas magnéticas foram preparadas em colaboracdo com o
professor Dr. Rodrigo Costa Marques do Grupo de Pesquisa de Materiais
Magnéticos e Coldides do Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica
de Araraquara.

A imobilizacdo foi realizada em um reator encamisado, a temperatura de 2
°C, com a adicdo de 16 mL de polietileno glicol 400 (PEG 400) a uma solucéo
contendo 40 mg de BSA e 40 mg de nanoparticulas magnéticas em tampéao fosfato
100 mM pH 7,0. Apés a adicdo do PEG 400, uma solugdo aquosa de glutaraldeido
25 % foi adicionado ao reator gerando uma concentracao final de 25 mM. Apés trés
horas de reacdo, dobrou-se o volume da reacdo com a adicdo de tampao
bicarbonato de sédio 200 mM pH 10,0. Apdés 30 minutos, 25 mg de boroidreto de
sédio foi adicionado ao meio reacional, deixando a solucdo reagir por mais 30
minutos. A recuperacdo da BSA imobilizada foi realizada com a aplicagdo de um
campo magneético externo e extraidas varias vezes com agua destilada.

A caracterizacdo da BSA imobilizada, foi realizada por espectroscopia no
infravermelho e MEV (Microscopia eletrbnica de varredura).

IV (ATR) v (cm ™): 3250, 2477, 1710, 1000, 500.

5.4 ReacOes empregando o biocatalisador imobilizado

As reacdes empregando o biocatalisador imobilizado seguiram 0os mesmos

procedimentos descritos na sintese dos padrdes, porém com a substituicdo do
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catalisador livre pela versao imobilizada na mesma quantidade.

5.5 Planejamento Fatorial Completo (PFT)

Os estudos com o PFT foram realizados para a reagcdao de MBH. E se
basearam em trés variaveis: temperatura, concentragédo do biocatalisador e condi¢do
do biocatalisador. Dessa forma, o planejamento reproduzido foi do tipo 2°, e os
calculos para visualizagdo dos efeitos das varidveis, foram realizados no software

Microsoft Excell.
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Espectro 1. Ressonancia magnética nuclear de *H do composto 4-hidroxi-4-(4-nitrofenil)butan-2-ona (2).
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Espectro 2. Ressonancia magnética nuclear de **C do composto 4-hidroxi-4-(4-nitrofenil)butan-2-ona (2).
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Espectro 3. Experimento de DEPT do composto 4-hidroxi-4-(4-nitrofenil)butan-2-ona (2).
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Cromatograma 2. Excesso enantiomeérico padréo para o produto 1-nitro-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)-etanol (3).
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Espectro 4. Ressonancia magnética nuclear de *H do composto 1-nitro-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)-etanol (3).
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Cromatograma 3. Excesso enantiomérico padréo para o produto 4-hidroxi-4-(4-nitrofenil)-3-metileno-butan-2-ona (5).
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Espectro 6. Ressonancia magnética nuclear de 13C do composto 4-hidroxi-4-(4-nitrofenil)-3-metileno-butan-2-ona (5).
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Espectro 8. Ressonancia magnética nuclear de 1H do compostol,2,3,4-tetrahidro-6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-tioxopirimidina-5-carboxilato de etila

(4)



