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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Diante da forte demanda por processos cataliticos mais sustentaveis e
economicamente viaveis para a produgdo de compostos opticamente ativos, este
trabalho pode ser um referencial para estudos de desenvolvimento de metodologias
de resolucao de alcoois quirais catalisadas por enzima e catalisador quimico, uma vez
que demonstra o potencial de estratégias praticas de otimizacdo dessas

metodologias.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Due the great demand for more sustainable and economically feasible catalytic
processes for the production of optically active compounds, this work can be a
reference for studies on the development of methodologies for chiral alcohols
resolutions catalyzed by enzyme and chemical catalyst, since it demonstrates the

potential of practical strategies for optimizing these methodologies.
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RESUMO

Alcoois secundarios e terciarios opticamente ativos estdo presentes como
subunidades estruturais de diversos produtos farmacéuticos, agroquimicos e
alimenticios. Na busca por metodologias mais sustentaveis e de maior custo-beneficio
para a obtengdo de alcoois enantiopuros, a resolugdo cinética dinamica (RCD)
quimioenzimatica se destaca como uma alternativa atrativa ao combinar a resolugao
enzimatica de alcoois racémicos com uma racemizagao quimica in situ, podendo
chegar em compostos enantiomericamente puros em rendimentos quantitativos.

Nesse trabalho, estudou-se a otimizacdo da RCD de alcoois benzilicos
secundarios catalisada por lipase B de Candida antarctica (CAL-B) e por sulfato de
vanadila hidratado (VOSO4) através da compartimentalizagdo desses catalisadores
solidos, avaliando-se pela primeira vez sua reciclabilidade. O desempenho do sistema
catalitico heterogéneo CAL-B/VOSO4 foi melhorado com o emprego de um tubo de
Teflon® adaptado para compartimentar VOSOs4, resultando em conversdes entre 94—
87% ao produto (R)-decanoato de 1-feniletila (ee >99%) por 8 ciclos consecutivos de
RCD de rac-1-feniletanol. Avaliou-se também a aplicagao de reatores de leito rotativo
(RBR), comercializados pela empresa SpinChem AB, para a compartimentalizagédo de
ambos os catalisadores. Apds otimizagdes com protétipos fornecidos pela SpinChem,
o protocolo de RCD foi escalonado utilizando um RBR comercial de ago inoxidavel,
com CAL-B e VOSO4q4 distribuidos separadamente em cada compartimento do reator
para minimizar sua incompatibilidade mutua, alcancando altos valores de conversao
(85-90%), excesso enantiomérico (91-99%) e seletividade (89-98%) para a RCD de
alcoois benzilicos secundarios analogos a rac-1-feniletanol. Os experimentos em larga
escala reproduziram os 6timos resultados de reciclo de CAL-B/VOSOs4, produzindo
5.70 g de (R)-decanoato de 1-feniletila (ee = 98%) apds 5 ciclos de RCD de rac-1-
feniletanol (2 horas para cada ciclo). Além disso, a aplicagado de RBR SpinChem®
tornou mais pratica a remocao e reutilizagado dos catalisadores heterogéneos, evitando
etapas de filtragao.

Esse trabalho também estudou a otimizacdo da resolugdo cinética (RC)
enzimatica de alcool terciario, classe de compostos desafiadora devido a sua
reatividade e impedimento estérico. Os estudos foram conduzidos utilizando a lipase
A de Candida antarctica (CAL-A) como biocatalisador da RC e, apés otimizagéo das

condi¢des reacionais, foi possivel alcangar altas conversdes (44—-45%) e excelente ee



(96-99%) em apenas 4 ou 5 horas reacionais, sendo esses os melhores resultados
reportados até o momento para RC dos alcoois terciarios 1-metil-2,3-di-hidro-1H-
inden-1-ol e 1-metil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-ol, em termos de tempo de reacéo,
conversédo e enantiosseletividade. Visando o desenvolvimento de metodologia inédita
de RCD de alcoois terciarios catalisada por CAL-A/VOSOs4, a racemizagao de (S)-1-
metil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-ol catalisada pelo complexo de oxovanadio foi
avaliada pela primeira vez. Devido a reatividade dos alcoois terciarios na racemizagéo
acida promovida por VOSO4 e a estabilidade e reatividade dos produtos da etapa de
resolucao, nao foi possivel alcangar um protocolo eficiente de RCD para os alcoois

terciarios estudados.

Palavras-chave: Resolucéo cinética, alcoois quirais, lipase, catalise heterogénea,
racemizacao acida.



ABSTRACT

Optically active secondary and tertiary alcohols are present as structural
subunits of several pharmaceutical, agrochemical and food products. In the search for
more sustainable and more cost-effective methodologies for obtaining enantiopure
alcohols, chemoenzymatic dynamic kinetic resolution (DKR) stands out as an attractive
alternative by combining a enzymatic resolution step of racemic alcohols with a in situ
chemical racemization, which can produce enantiomerically pure compounds in
quantitative yields.

This work studied the optimization of the DKR of secondary benzyl alcohols
catalyzed by Candida antarctica lipase B (CAL-B) and hydrated vanadyl sulfate
(VOSO0s4) through the compartmentalization of these solid catalysts, evaluating for the
first time their recyclability. The performance of the CAL-B/VOSO4 heterogeneous
catalytic system was improved with the application of a adapted Teflon® tube to
compartmentalize VOSOg, resulting in conversions between 94—-87% into the product
(R)-1-phenylethyl decanoate (ee >99 %) for 8 consecutive DKR cycles of rac-1-
phenylethanol. The application of rotating bed reactors (RBR) of the company
SpinChem AB was also evaluated for the catalyst’'s compartmentalization. After
optimizations with prototypes provided by SpinChem, the DKR protocol was scaled up
using a commercial stainless steel RBR, with CAL-B and VOSO4 separately distributed
in each reactor compartment to minimize their mutual incompatibility, achieving high
values of conversion (85-90%), enantiomeric excess (91-99%) and selectivity (89—
98%) for secondary benzyl alcohols analogs of rac-1-phenylethanol. Large-scale
experiments reproduced the excellent recycling results of CAL-B/VOSO4, producing
5.70 g of (R)-1-phenylethyl decanoate (ee = 98%) after 5 DKR cycles of rac-1-
phenylethanol (2 hours for each cycle). Furthermore, the application of RBR
SpinChem® turned more practical the removal and reuse of the heterogeneous
catalysts, avoiding filtration steps.

This work also studied the optimization of the enzymatic kinetic resolution (KR)
of tertiary alcohol, a challenging type of compounds due to their reactivity and steric
hindrance. The studies were conducted using Candida antarctica lipase A (CAL-A) as
a biocatalyst and after optimizing the reaction conditions it was possible to achieve
high conversions (44-45%) and excellent ee (96—99%) in only 4 or 5 reaction hours,

being these the best results reported so far for the KR of the tertiary alcohols 1-methyl-



2,3-dihydro-1H-inden-1-ol and 1-methyl-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-ol in terms of
reaction rate, conversion and enantioselectivity. Aiming to develop an unprecedented
DKR for tertiary alcohols catalyzed by CAL-A/NVOSOs4, the racemization of (S)-1-
methyl-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-ol catalyzed by the oxovanadium complex was
evaluated for the first time. Due to the reactivity of the tertiary alcohols for the acid-
racemization promoted by VOSO4 and the stability and reactivity of the products of the
KR step, it was not possible to achieve an efficient DKR protocol for the selected

tertiary alcohols.

Keywords: Kinetic resolution, chiral alcohols, lipase, heterogeneous catalysis, acid
racemization.



APRESENTACAO GERAL DA TESE

A presente tese é constituida por trés partes, sendo a primeira uma introdugao geral

seguida de dois capitulos de trabalho experimental.

A Introducdo Geral aborda os métodos para obtencdo de compostos
enantiomericamente puros, com destaque para a resolugdo cinética de alcoois

racémicos.

O primeiro capitulo (Capitulo 1 — Resolugéo cinética dinédmica de alcoois secundarios
benzilicos: Otimizag&o do sistema catalitico e escalonamento) descreve a otimizagéo
de uma metodologia de resolugéo cinética dindmica de alcoois secundarios benzilicos
catalisada por uma enzima (lipase) e um complexo de oxovanadio (VOSOs4), onde a
otimizacao foi alcancada através da compartimentalizagdo acessivel de VOSOu.
Descreve também o escalonamento do protocolo utilizando reatores de leito rotativo

para a compartimentalizagdo de ambos os catalisadores (lipase/VOSOs).

O segundo capitulo (Capitulo 2 — Resolugdo cinética dindmica de alcoois terciarios
benzilicos: Desafios para a aplicacdo inédita de lipase/VOSQO4) descreve os esforgos
para a extensdo da metodologia de resolugdo cinética dindmica catalisada por

lipase/VOSO4 para resolver misturas racémicas de alcoois terciarios benzilicos.

Os capitulos 1 e 2 estdo organizados nos seguintes itens: “Introducao”, “Resultados e

Discussao”, “Conclusdes” e “Parte Experimental”.

As “Conclusdes gerais”, as “Referéncias” e o “Apéndice” encontram-se no final da

tese.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Moléculas quirais e sua obteng¢ao enantiosseletiva

A quiralidade, propriedade geométrica existente em moléculas que nao se
sobrepbem as suas imagens especulares, esta fortemente entrelagcada a vida,
estando presente em diversas biomoléculas, como proteinas e acidos nucleicos.
Dessa forma, processos biolégicos sao inerentemente quirais, com uma extraordinaria
especificidade nas propriedades e respostas fisioldgicas (STYMIEST et al., 2008). Por
exemplo, devido ao reconhecimento quiral nos receptores olfativos humanos, pares
de enantibmeros de alguns produtos naturais, como os terpendides carvona e linalol,
possuem perfis de aromas distintos: o enantibmero R da carvona € percebido com
aroma caracteristico da hortela verde, enquanto o enantidmero S possui aroma de
cominho; para o linalol, seu enantibmero R tem aroma amadeirado e floral, enquanto
o enantibmero S é descrito como adocicado, citrico e herbaceo (Figura 1) (BRANDT;
SALERNO; FUCHTER, 2017; SILVA et al., 2017).

Figura 1. Pares de enantidmeros da carvona e do linalol e seus diferentes aromas

O

carvona linalol

o ~

odor da odor do odor odor floral e
hortela cominho amadeirado herbaceo

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Diante da notavel relagédo entre o arranjo tridimensional das moléculas quirais
e suas respectivas respostas em sistemas bioldgicos, a quiralidade e seus conceitos
tém um impacto importante na ciéncia e na industria, havendo um crescente interesse
na obtencdo de apenas um dos enantidmeros de compostos quirais para aplicagcao
em produtos de diferentes segmentos, como pesticidas, fragrancias, nutrientes e
farmacos (PELUSO; CHANKVETADZE, 2022). Na industria farmacéutica, por
exemplo, os farmacos quirais representam cerca de 50% do mercado, sendo cada vez
maior o desenvolvimento destes na sua forma enantiopura, uma vez que
enantibmeros puros podem apresentar maior poténcia ou seguranga quando
comparados com racematos (PINTO; FERNANDES; TIRITAN, 2020).
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Um exemplo classico que ilustra a importancia do isolamento e estudo da agéo
de enantidmeros durante o desenvolvimento de novos medicamentos é o caso da
talidomida, farmaco de agao hipnético-sedativa langcado nos anos de 1950 na forma
de racemato, mas posteriormente descobriu-se que apenas o enantibmero R possui
as propriedades sedativas desejadas, enquanto seu enantibmero S causa defeitos
congénitos fetais (Figura 2) (PELUSO; CHANKVETADZE, 2022). As tragicas
consequéncias da ma administragdo de talidomida nos anos de 1960, somadas aos
avancos da sintese estereosseletiva no século 20, impulsionaram a criacdo de normas
mais exigentes em relagdo ao uso de farmacos quirais pelas agéncias reguladoras,
como o FDA (Food and Drug Administration) (BLASER, 2013; AGRANAT,;
WAINSCHTEIN; ZUSMAN, 2012)

Figura 2. Par de enantidbmeros do farmaco talidomida e seus diferentes efeitos bioldgicos.

talidomida
o o)
O 0
HN_ (R) HNL (S,
N ‘N
(0] (0]
0] (0]
sedativo teratogénico

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Compostos quirais também sdo extensamente aplicados na industria
agroquimica. Estima-se que 30% dos principios ativos utilizados em agroquimicos
modernos contém centros estereogénicos, sendo esses produtos comercializados
majoritariamente como racematos (JESCHKE, 2018). A aplicacdo de pesticidas
quirais durante 0 manejo de pragas e a consequente presenga desses compostos no
meio ambiente como “poluentes quirais” sdo motivo de preocupagao para cientistas,
uma vez que seus enantibmeros podem apresentar diferentes propriedades no
ambiente bidtico, exibindo efeitos toxicolégicos e comportamento ambiental
(distribuicdo, ocorréncia e (bio)degradagao) distintos (ARENAS et al.,, 2021;
BASHEER, 2018; MUSARURWA; TAVENGWA, 2020).

A evidente relevancia econémica e cientifica de moléculas quirais estimulou o
desenvolvimento de diversas estratégias para acessar enantibmeros puros. Os
métodos para a obtencao enantiosseletiva de compostos quirais podem ser divididos

em trés abordagens principais, que diferem em relacdo ao material de partida
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utilizado. Sao eles: “pool’ quiral (a partir de enantidmeros puros de produtos naturais);
substrato pro-quiral (a partir de um composto aquiral); e resolugao/separagao de
racematos (a partir da mistura equimolar de pares de enantibmeros) (Esquema 1)
(ANDRUSHKO; ANDRUSHKO, 2013; ROUF; TANEJA, 2014).

Esquema 1. Diferentes métodos para obtengao de compostos enantiomericamente puros.

Compostos enantiomericamente puros

“Pool” quiral Substrato pré-quiral Racemato
A partir de A partir de composto aquiral A partir de mistura racémica
gg?}?ggmggoﬁaeﬂrrgiss - Reagentes quirais - Cristalizagao seletiva
- Auxiliares quirais - Cromatografia quiral
- Catdlise assimétrica - Extrac&o enantiosseletiva
- Resolugéo cinética (dinamica)
- Desracemizacgdo

Fonte: Adaptado de Andrushko & Andrushko (ANDRUSHKO; ANDRUSHKO, 2013).

A abordagem de “pool’ quiral consiste no preparo de moléculas opticamente
ativas a partir de produtos naturais enantiomericamente puros e prontamente
disponiveis comercialmente, como aminoacidos e carboidratos. A molécula alvo é
obtida apds reagdes entre o material de partida enantiopuro e reagentes aquirais,
sendo que a quiralidade do precursor natural € mantida no produto final (ROUF;
TANEJA, 2014). O numero limitado de materiais de partida disponiveis e a falta de
disponibilidade natural de ambos os enantidmeros sao fatores que restringem a
aplicacéo da abordagem de “pool” quiral. Dessa maneira, a sintese de compostos
opticamente ativos a partir de substratos pro-quirais por meio de metodologias de
sintese estereosseletiva apresenta-se como uma alternativa eficiente (ANDRUSHKO;
ANDRUSHKO, 2013; SCHUUR et al., 2011).

Na sintese partindo de substrato pré-quiral, ou sintese assimétrica, a geracao
de um ou mais centros estereogénicos € induzida pelo uso de reagentes, auxiliares
ou catalisadores quirais (ANDRUSHKO; ANDRUSHKO, 2013). Em especial, as
metodologias de catalise assimétrica podem apresentar vantagens em relagdo as

reacdes estequiométricas, uma vez que a aplicacao eficiente de catalisadores quirais
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— sejam sintéticos ou bioldgicos, e/ou homogéneos ou heterogéneos — propicia altos
rendimentos e enantiosseletividades, diminui etapas de protecdo e desprotecao e
reduz também a producédo de residuos (ERYTHROPEL et al., 2018). Apesar do
avango crescente na busca de metodologias de sintese assimétrica de maior custo-
beneficio, a obtencdo de moléculas opticamente ativas a partir de seus racematos
ainda se apresenta como uma das principais estratégias aplicadas em escala
industrial.

Na resolucdo de racematos, o par de enantibmeros é separado apds sua
diferenciacdo na presenca de um agente ou ambiente quiral, e isso pode ser
alcangado através de cinco estratégias diferentes:

) cristalizacdo seletiva, que pode ser realizada utilizando um composto
opticamente ativo (agente de resolugdo) que se liga aos enantibmeros do
racemato para formar uma mistura diastereoisomérica, sendo esta
facilmente separada por cristalizagdo devido a diferenga na solubilidade
(cristalizagéo diastereosseletiva); ou via cristalizagao direta, em casos onde
as moléculas quirais cristalizam como um conglomerado, possibilitando um
crescimento estereoespecifico de cada isémero em dois cristalizadores
diferentes da solugdo (cristalizagdo preferencial) (ANDRUSHKO;
ANDRUSHKO, 2013; DUNN et al., 2019);

) cromatografia quiral, com a utilizacdo de fases estacionarias quirais que
promovem interag¢des intermoleculares seletivas com o par de enantibmeros
de racematos, formando complexos diastereoméricos transitérios que
permitem a retengcdo diferencial e separacdo dos enantibmeros
(TARAFDER; MILLER, 2021);

lll)  extracdo enantiosseletiva, que combina os conceitos de reconhecimento
enantiomérico e extragao por solvente em uma unica técnica, aplicando um
seletor quiral ao processo de extracdo, o qual forma complexos de
diferentes estabilidades com cada enantibmero através de interacoes
intermoleculares, possibilitando a separacdo enantiomérica (LORENZ;
SEIDEL-MORGENSTERN, 2014; QUINTAS et al., 2022);

IV)  resolugéo cinética, que consiste na conversdo de um dos enantidmeros de
um racemato em um produto enantiopuro em uma velocidade de reacao
maior na presenga de um reagente ou catalisador quiral (ROUF; TANEJA,
2014; VERHO; BACKVALL, 2015).
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V) desracemizagdo, abordagem que converte diretamente o racemato em seu
unico enantidmero, onde o produto enantiopuro €, portanto, estruturalmente
idéntico ao material de partida (HUANG et al., 2023).

Por se tratarem de métodos de separagcao de enantidmeros — e ndo a sintese
destes — as estratégias de resolugao de racematos estao limitadas a um rendimento
maximo de 50%, com excecdo a desracemizacgdo, que possibilita obter um unico
enantibmero de um racemato em rendimento quantitativo (HUANG et al., 2023).
Embora a desracemizagdo seja uma estratégia potencialmente eficiente em termos
de rendimento e economia atdbmica, € necessario o fornecimento seletivo de energia
e um design reacional refinado para superar as restricdes termodinamicas e cinéticas
inerentes a desracemizacado (HUANG et al., 2023; ZHANG; HU, 2021). No caso das
resolucdes cinéticas (RCs), é possivel combinar a etapa de resolugdo com uma
racemizacgao in situ do enantibmero menos reativo, em um processo chamado de
resolugdo cinética dindmica (RCD), o qual permite alcangar um rendimento
quantitativo de apenas um dos enantidbmeros (PELLISSIER, 2011).

O Esquema 2 ilustra as diferencas entre os métodos de desracemizacao,
resolucao cinética (RC) e resolugao cinética dindmica (RCD), sendo estes dois ultimos

o tema central desta tese.
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Esquema 2. Diferencas e limitacbes de métodos enantiosseletivos partindo de racematos: comparagao
entre desracemizacao, resolugao cinética (RC) e resolucdo cinética dindmica (RCD).

a) Desracemizagao

Limitacdo: processo com

catalisador L o
Ze) O, —> o) termodinamica e cinética
fonte de energia desfavorecidas
exogena
50 : 50 enantidmero puro oriundo
racemato do racemato de partida

(rendimento até 100%)

b) Resolugao cinética (RC)

Reagente ou

, catalisador quiral . Limitagdo: rendimento
'O O\" i ”'O O\“‘ maximo até 50%
50 : 50 produto enantio- enantibmero do
racemato mericamente puro racemato de partida

c) Resolugéo cinética dinamica (RCD)

Reagente ou

: - Limitacdo: combinar etapas de
catalisador quiral
»

resolucdo e racemizagao nas

"'O O‘"' i "”O mesmas condigdes reacionais
50 : 50 produto enantio-
racemato mericamente puro
\\/ (rendimento até 100%)
agente de

racemizacao

Fonte: Adaptado de Huang e coautores (HUANG et al., 2023).

1.2 Resolugao cinética catalisada por lipases

Como descrito anteriormente, em uma reacgao de resolugao cinética (RC), um
dos enantidbmeros do racemato, na presenga de um reagente ou catalisador quiral, €
convertido a um produto opticamente ativo em uma velocidade de reacdo maior,
permitindo a separacido do produto quiral formado e do enantidmero menos reativo
por técnicas tradicionais de purificagdo (SEDDIGI et al., 2017; VERHO; BACKVALL,
2015).

Os métodos cataliticos de RC s&o os mais utilizados e, para serem eficientes,
o catalisador quiral deve apresentar maior complementaridade estrutural com um dos
enantidbmeros do racemato, gerando uma diferenca na velocidade relativa de reagao
(kret) para esses enantibmeros. Na RC catalitica, a krel € ditada pela magnitude da

diferenca de energia livre (AAG¥) entre os estados de transigdo diastereoisoméricos
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formados entre cada enantibmero e o catalisador quiral, pois quanto maior o valor de
AAG*, maior sera a diferenca na velocidade de formag&o dos produtos provenientes
de cada enantibmero e, assim, maior sera a seletividade do processo. Dessa maneira,
pode-se obter ao fim da reagcdo de RC uma mistura equimolar de produto e substrato
opticamente puros e com configuragado absoluta oposta e, portanto, um rendimento
maximo de 50% (Esquema 3) (DE MIRANDA; MIRANDA; DE SOUZA, 2015; KEITH,;
LARROW; JACOBSEN, 2001).

Esquema 3. Resolucao cinética (RC) catalitica e seu diagrama de energia livre.

kg (rapido)
(R)-Substrato » (R)-Produto

catalisador quiral ) ]
até 50% de rendimento

ks (lento)
(S)-Substrato ------------------- »  (S)-Produto

______________ |

(R)-Substrato

(S)-Produto (R)-Produto
Fonte: Adaptado de Keith e coautores (KEITH; LARROW; JACOBSEN, 2001).

As enzimas da classe das hidrolases — em especial, as lipases — sao as mais
aplicadas como biocatalisadores em protocolos de RC de alcoois secundarios e
aminas, promovendo reagdes enantiosseletivas de acilacdo ou a hidrélise de seus
ésteres ou amidas correspondentes (SEDDIGI et al., 2017). No Esquema 4 estas
metodologias sao ilustradas utilizando como substrato o rac-1-feniletanol para a

transesterificacado e o seu éster correspondente para a hidrolise.
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Esquema 4. Enantiocomplementaridade das reagdes enantiosseletivas de transesterificagédo e
hidrdlise catalisadas por lipase.

Transesterificagéo Hidrélise
o OH
J e
———> 0 R, PR TR o
H . :
¢ Lipase PR TR Lipase )J\
)\ _Pese | o) - 0”7 TRy
Ph i )J\ 120 /s\
R O R Ph
a o 2 - i )\ 1
4—
Ph”(S) Ph7(S)

Fonte: elaborado pela autora (2023).

As enzimas, biomoléculas compostas majoritariamente por uma cadeia de L-o-
aminoacidos e responsaveis por catalisar reagdes quimicas em todos os seres vivos,
sdo classificadas pela Comissdo de Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (NC-ITUBMB) de acordo com as reagdes que
catalisam naturalmente, e sado divididas em 7 classes: oxidoredutases (1),
transferases (2), hidrolases (3), liases (4), isomerases (5), ligases (6) e translocases
(7). Essas classes sao divididas em subclasses e estas, por sua vez, em sub-
subclasses (MCDONALD; TIPTON, 2023; WINKLER; SCHRITTWIESER; KROUTIL,
2021).

Nas ultimas décadas, o notavel avango nas areas de biologia molecular e
engenharia de proteinas possibilitou a aplicacdo de enzimas fora de seus sistemas
biolégicos naturais, atuando como biocatalisadores em sintese organica,
especialmente em métodos de obtencdo enantiosseletiva de intermediarios quirais
(BELL et al., 2021; WU et al., 2021). Atualmente, o uso de enzimas em escala
industrial € uma estratégia economicamente viavel e que fornece vantagens
importantes do ponto de vista da Quimica Verde, como: o fato de serem catalisadores
de fonte renovavel; possuem, de maneira geral, alta eficiéncia catalitica e seletividade;
nao apresentam toxicidade significativa; operam sob condi¢des reacionais brandas; e,
quando imobilizadas, podem ser reutilizadas (SHELDON; PEREIRA, 2017; WINKLER,;
SCHRITTWIESER; KROUTIL, 2021).

As lipases (triacilglicerol hidrolases) séo classificadas pela NC-IUBMB com o
numero EC 3.1.1.3, onde cada digito representa uma classificacéo progressivamente
mais especifica. Dessa forma, lipases (EC 3.1.1.3) sao hidrolases (3) que catalisam a
hidrolise de ligacbes de ésteres (3.1) carboxilicos (3.1.1) e tém como reagao natural a

hidrdlise de triglicerideos (3.1.1.3), produzindo acidos graxos e glicerol. Fora de seu
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ambiente natural, as lipases sdo capazes de catalisar reagdes de uma vasta gama
estrutural de substratos, podendo ser aplicadas em reacgbes de esterificagao,
condensacgao alddlica, adicado de Michael, amindlise, entre outras, sendo esta uma
caracteristica importante denominada promiscuidade enzimatica (BORNSCHEUER,;
KAZLAUSKAS, 2005; SALIHU; ALAM, 2015).

A promiscuidade enzimatica pode ser classificada em 3 categorias (Figura 3):
(a) promiscuidade de substrato, que € a habilidade de uma enzima realizar a mesma
reacao catalitica em um conjunto diversificado de substratos; (b) promiscuidade
catalitica, que € a habilidade de uma enzima catalisar uma reagdo quimica
“‘mecanisticamente” diferente da sua reagao nativa; e (¢) promiscuidade condicional,
que é a capacidade de uma enzima alterar sua atividade catalitica em resposta a
mudancas nas condicbes ambientais, como por exemplo, devido a um aumento na
concentracdo de analogos de substrato com menor afinidade pela enzima
(PIEDRAFITA; KELLER; RALSER, 2015; SINGLA; BHARDWAJ, 2020).

Figura 3. Tipos de promiscuidade enzimatica.

| I
a) Promiscuidade de substrato | b) Promiscuidade catalitica ! ¢) Promiscuidade condicional
I I
' Substrato 1
Substrato(s) | : Substrato
a0 9 RY
\ | / ! : /. Aumento de concentracéo
: /) de analogos do substrato

Modificagdes pos-
traducionais

[ Enzima ]

|
P

Produto(s) i Prod uto(s) .

Produto(s)

Fonte: Adaptado de Piedrafita e coautores (PIEDRAFITA; KELLER; RALSER, 2015).

As lipases possuem os trés tipos de promiscuidade e, devido a essa
caracteristica, tém sido amplamente utilizadas na produgdo de biocombustiveis,
compostos organicos sintéticos, detergentes, cosméticos, produtos farmacéuticos
enantiopuros, e alimentos (SALIHU; ALAM, 2015). Além da sua promiscuidade, o

grande interesse na utilizacdo de lipases em sintese organica deve-se a sua
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estabilidade e atividade em solventes organicos, ao fato de ndo dependerem de
cofatores, a sua disponibilidade comercial e a sua alta enantiosseletividade. Diversas
lipases estdo disponiveis comercialmente tanto na forma livre como imobilizada e
possuem um custo relativamente baixo quando comparado com outras enzimas.

Em particular, a alta enantiosseletividade das lipases € uma caracteristica
importante para sua aplicagdo como catalisadores em reagdes de RC. A
enantiosseletividade dessas enzimas deve-se ao seu sitio ativo, o qual é formado por
uma triade catalitica composta por acido aspartico (Asp) ou glutamico (Glu), histidina
(His) e serina (Ser). Além da triade catalitica, o sitio ativo é formado por uma cavidade
oxianion, que ajuda a estabilizar o intermediario tetraédrico formado com o substrato
através de ligagbes de hidrogénio (Figura 4), e um bolsdo estereosseletivo
responsavel pela enantiosseletividade destas enzimas (CHEN et al., 2018; PARK et
al., 2016).

Figura 4. As ligagdes de hidrogénio essenciais entre a cavidade oxianion e o intermediario tetraédrico
formado no sitio ativo da lipase.

Cavidade
oxianion

——

Fonte: Adaptado de Chen e coautores (CHEN et al., 2018).

Dependendo dos aminoacidos envolvidos nessa regido, as lipases séo
classificadas em trés classes, de acordo com seu tipo de cavidade oxianion: lipases
do tipo GX, GGG(A)X ou Y. No tipo GX, a cavidade oxianion € composta pela ligagéao
N-H da cadeia principal de um residuo volumoso (X), seguido por uma glicina (G). As
lipases do tipo GGG(A)X possuem um sitio ativo mais amplo com uma cavidade
contendo trés glicinas — ou duas glicinas e uma alanina — seguido por um residuo

volumoso X, com participagéo ativa da terceira glicina dessa sequéncia. A cavidade
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do tipo Y é formada pela cadeia lateral de residuo volumoso, principalmente tirosina
ou aspartato (ALBAYATI et al., 2020).

Os bolsdes estereosseletivos das lipases s&o distintos para cada enzima, mas
de uma forma geral, existem como uma cavidade hidrofébica maior, localizada na
entrada do sitio ativo, e uma cavidade menor (ou média). Utilizando os enantibmeros
do 1-feniletanol como exemplo, a Figura 5 representa as interagcdes destes
enantidmeros com as cavidades do bolséo estereosseletivo de uma lipase.

Figura 5. Aproximagao dos enantibmeros de 1-feniletanol ao bolsdo enantiosseletivo do sitio ativo de
lipases. a) Enantidmero R favorecido. b) Enantidmero S desfavorecido.

a) OH b)  OH

©/(RFCH3 H3C/(S)\©

Cavidades do sitio ativo das lipases

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Na Figura 5, o (R)-1-feniletanol esta representado com a hidroxila projetada
para tras do plano e, dessa forma, o substituinte mais volumoso esta orientado para a
esquerda (anel benzénico) e o de tamanho menor (metila) esta a direita, enquanto o
seu enantidmero S apresenta a disposi¢ao espacial contraria. Como resultado, o (R)-
1-feniletanol se encaixa com maior eficiéncia nas cavidades do sitio ativo da enzima
(Figura 5a) e, por isso, a formacéo do produto a partir deste enantibmero sera mais
favorecida durante uma resolucao cinética (BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2005).
Para alcoois secundarios, o enantidmero favorecido nas reag¢des de RC catalisadas
por lipases pode ser previsto por uma regra elaborada empiricamente e conhecida
como Regra de Kazlauskas: a configuragao favorecida € a que, ao orientar a hidroxila
para tras do plano, o grupo maior esta a esquerda e o grupo de tamanho médio (ou
menor) esta orientado a direita (KAZLAUSKAS et al., 1991).

Nesse contexto, os protocolos de RC via transesterificagcdo e hidrdlise
catalisadas por lipases ocorrem no sitio catalitico dessas enzimas, em um mecanismo
intermediado pela triade catalitica e pela cavidade oxianion, e com a
enantiosseletivade mediada pelo bolsdo estereosseletivo. O Esquema 5 ilustra o
mecanismo da reacado de transesterificacdo do 1-feniletanol e acetato de vinila
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catalisada pela lipase B de Candida antarctica (CAL-B), enzima que possui a triade
catalitica Asp187-His224-Ser105.
Esquema 5. Mecanismo da resolugao cinética de rac-1-feniletanol via transesterificagao catalisada

por CAL-B.

triade
catalitica

@) Ser O cavidade
o)l\ 12%4 oxianion
= | N
(R O~ AN %/V\ o )?\
Asp}—{( IH” “H e o
187 o~ H acetato
(R)-acetato de de vinila
1-feniletila 4
1
His o
224 Ser His
199_4 224 Ser 0
4 l N% 19y—<
N-H--ip / “T - rNT
NSO H NP - 7 N=H- /o
_O_,H/ 1 ! Y O N__// =0 H (o)
/ ! ! __-H Asp . SH™ ! N
Asp N o o- 187 o~ ! 4
187 / Z = __-H
(0] 0 o
intermediario interrpediério
tetraédrico 2 tetraédrico 1 /)
3 His S (0]
224 155)—{ % 2 tautomerismo
OH
e / N
‘ HO ™S
@ - @ I RN f
O« /
Asp :‘H/N /Ko/-——H/ \
187 0~
(R)-substrato . o PN
(enantidmero favorecido) 'r;tglr_zsgi';r: o

Fonte: Adaptado de Santos (SANTOS, 2019).

Na etapa 1 do Esquema 5, o acetato de vinila se liga ao sitio ativo da enzima
através de um ataque nucleofilico do oxigénio da cadeia lateral da Ser-105, formando
o intermediario tetraédrico 1 estabilizado pela cavidade oxianion. Na etapa 2, a
carboxila do intermediario tetraédrico é restaurada, gerando assim o intermediario acil-
enzima e liberando o alcool vinilico. Na etapa 3, o intermediario acil-enzima sofre um
ataque nucleofilico do (R)-1-feniletanol (enantidmero favorecido, de acordo com a
Regra de Kazlauskas), que resulta na formagédo do intermediario tetraédrico 2. Na
etapa 4, a carboxila é restaurada liberando a cadeia lateral da Ser-105, que abstrai o
préton da His-224 e restaura o catalisador, enquanto o éster (R)-acetato de 1-feniletila

formado é liberado do sitio ativo.
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O uso de ésteres vinilicos como doadores de grupo acila € uma estratégia
comum para tornar a reagao de transesterificagcao irreversivel, pois o alcool liberado
na etapa de formacgao do intermediario acil-enzima € um enol que, por tautomerismo,
€ imediatamente convertido na sua forma ceto (Esquema 5, etapa 2) (HANEFELD,
2003). Dessa maneira, ndo ha nucledfilo para competir com o substrato na etapa de
formacgao do intermediario tetraédrico 2 (Esquema 5, etapa 3).

Em uma RC catalisada por lipase com formacéo irreversivel do produto quiral,
os valores de excesso enantiomérico do produto (eep) e do substrato (ees) —
determinados experimentalmente - podem ser usados para estimar a
enantiosseletividade do processo por meio do calculo da razdo enantiomérica E (DE
MIRANDA; MIRANDA; DE SOUZA, 2015). O valor de E é, por definigdo, a razdo entre
constantes de velocidade da reacdo de resolucdo para os dois enantibmeros e seu
calculo foi simplificado através da equagao desenvolvida por Rakels e colaboradores
(Equacao 1) (RAKELS; STRAATHOF; HEIUNEN, 1993).

1— eeg
ln[1+ (ees/eep)]

ln[ 1+ eeg ]
1+ (ees/eep)

E = Equagao 1

Uma RC com razdo enantiomérica igual a 1 (E = 1) ndo apresenta
enantiosseletividade, ou seja, o catalisador quiral ndo consegue diferenciar os
enantidbmeros presentes no racemato e a velocidade da reacdo € a mesma para
ambos os enantibmeros. Valores de E entre 15 e 30 sdo considerados aceitaveis,
enquanto RCs com E = 100 ocorrem quando o catalisador quiral discrimina
eficientemente os enantidmeros do racemato, alcangando conversao proxima ou igual
de 50% do racemato a um produto enantiopuro (eep >99%) e o enantibmero
remanescente do substrato racémico também apresenta elevada pureza optica (ees
>99%). Valores de E acima de 200 sdo comumente expressos como E > 200, pois
nesta faixa uma pequena variagao no ees ou eep. causa uma mudanca significativa no
valor numérico de E (DE MIRANDA; MIRANDA; DE SOUZA, 2015; FABER, 2004).

Alcoois secundarios racémicos sdo frequentemente resolvidos em protocolos
de RC catalisada por lipases ndo s6 pela importancia dessa classe de compostos
quirais, mas também pela maior enantiosseletividade das lipases para alcoois
secundarios quando comparada para alcoois primarios e terciarios (CHEN; RIBEIRO
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DE SOUZA, 2019). Um exemplo de RC de alcool secundario catalisada por lipase em
escala industrial € o processo da Rhodia Chimie SAS (Patente US20080039635A1)
para a acilacdo seletiva de sintons quirais do tipo ciclopenteno diol, os quais séo
particularmente utilizados como precursores de compostos da classe dos
prostandides (WU et al., 2021). Os prostandides sao moléculas derivadas de acidos
graxos com 20 carbonos que tém funcdo mediadora e reguladora em diversos
sistemas do organismo humano, como processos inflamatérios e de vasodilatagao.
Na RC otimizada pela Rhodia, a lipase bacteriana de Alcaligenes sp. (lipase QL) foi
capaz de catalisar a mono-acilacéo do (1R,3S)-4-ciclopenteno-1,3-diol em uma escala
de 200 kg do material de partida, produzindo o produto acilado com 76% de

rendimento e 97% de excesso enantiomérico (ee) (Esquema 6) (WU et al., 2021).

Esquema 6. Exemplo de aplicagéo industrial da resolucéo cinética enzimatica: Acilagao seletiva do
(1R,3S)-4-ciclopenteno-1,3-diol catalisada por lipase.

HO/,,, ,\\\OH ”pase QL . HOI,, \\OAC
acetato de vinila _ ’ *
acetona

diol rendimento = 76%
(200 kg) ee=97%

Fonte: Adaptado de Wu e coautores (WU et al., 2021).
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4. CONCLUSOES GERAIS

Esta tese apresentou o desenvolvimento de metodologia de resolugao cinética
dindmica de alcoois quirais utilizando um sistema catalitico quimioenzimatico
heterogéneo, prontamente disponivel comercialmente e de baixa toxicidade
(lipase/VOSO04). Os estudos se concentraram na otimizagdo das condi¢des reacionais,
visando alcangar um protocolo pratico e passivel de escalonamento e reutilizagado do
sistema catalitico.

No Capitulo 1, apresentamos a otimizagao da resolugao cinética dinamica de
alcoois benzilicos secundarios catalisada por lipase B de Candida antarctica e VOSOQOa,
aplicando estratégias de compartimentalizagdo dos catalisadores sélidos para
minimizar sua incompatibilidade muatua. Foram estudados dois sistemas de
compartimentalizagdo: um caseiro, com tubo de Teflon® adaptado; e outro comercial,
com reatores de leito rotativo da empresa SpinChem AB. Em ambos os sistemas, a
separacgao fisica entre enzima e catalisador quimico melhorou a reciclabilidade de
lipase/VOSO4 no processo dindmico de resolugcédo de alcoois secundarios, além de
facilitar o processamento (remogéo, lavagem e reutilizagdo dos catalisadores) e
dispensar etapa de filtragao/centrifugacao). As reacdes em larga escala com reator de
leito rotativo SpinChem® evidenciaram o potencial de escalonamento do protocolo,
reproduzindo os altos valores de conversao, seletividade e excesso enantiomérico
obtidos na escala inicial.

No Capitulo 2, estudamos a extensdo da metodologia com o sistema catalitico
lipase/VOSO4 para a resolugao cinética dindmica de alcoois benzilicos terciarios,
classe de compostos desafiadora frente a métodos de sintese enantiosseletiva.
Realizamos a otimizagao da resolugao enzimatica de dois alcoois benzilicos terciarios
utilizando a lipase A de Candida antarctica como biocatalisador e, apds mudanca de
solvente e doador de acila, foi possivel alcangar valores de conversao e de excesso
enantiomérico muito proximos ao maximo esperado em protocolos de resolugcédo de
racematos. A racemizacao de alcool terciario catalisada por VOSO4 foi avaliada pela
primeira vez, visando a combinagao deste catalisador quimico com a enzima.
Entretanto, ao contrario do desafio de incompatibilidade dos catalisadores, superado
no Capitulo 1, o Capitulo 2 detalhou os obstaculos existentes devido a reatividade dos

alcoois terciarios avaliados e seus ésteres correspondentes.
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