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Chuva

Vocé nao precisa ser Positivo. Nao precisa sentir-se culpado pelo
medo, pela tristeza ou pela raiva. Nao se para a chuva mandando que
ela pare. As vezes, é preciso apenas deixar a chuva cair, ensopar a pele.
Nunca chove para sempre. E saiba que, por mais molhado que fique,
vocé ndo ¢ a chuva. Vocé ndo € os sentimentos ruins na sua cabeca.
Vocé ¢ a pessoa passando pela tempestade. A tempestade pode

derruba-lo. Mas vocé vai voltar a ficar de pé. Aguente firme.

Matt Haig



“O maior ato individual de bravura ou de loucura que alguém
pode praticar ¢ o ato de mudar. Eu era alguma coisa. Agora sou

uma coisa a mais.”

Matt Haig



"Cada um de nos é, sob uma perspectiva cosmica, precioso. Se
um humano discorda de vocé, deixe-o viver. Em cem bilhoes de

galaxias, vocé ndo vai achar outro como ele."

Carl Sagan
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1. Introduciao

1.1 Biocatalise e a Quimica Verde

Em meados da década de 1980, havia uma preocupagdo crescente com a grande
quantidade de residuos gerados pela industria quimica. Existia claramente a necessidade
de uma mudanca de paradigma com relagdo a eficiéncia e a seletividade de uma reagao,
que se baseava principalmente nos rendimentos quimicos. Se fazia crucial a avaliacdo da
maximizac¢do do uso de matérias-primas, eliminando o desperdicio e evitando o uso de
produtos toxicos e/ou perigosos. Era essencial que um processo quimico mais limpo, mais
eficiente e que produzisse menos residuos.!

Como resultado do aumento da consciéncia ambiental, processos mais verdes ¢
sustentaveis eram necessarios, com isto a industria quimica passou a concentrar seus
esforgos no aumento das condi¢gdes de seguranca, qualidade e na minimizagdo dos
impactos ambientais de seus processos e produtos, buscando estratégias e tecnologias
mais ambientalmente amigaveis sem perder a eficiéncia economica.'

A quimica verde, termo introduzido na década de 90, visa o uso eficiente de
matéria-prima, a eliminacdo de residuos e a reducdo do uso de reagentes e solventes
toxicos nos processos quimicos.? Em 1998, Paul Anastas e John Warner publicaram os
12 principios basicos da quimica verde (Figura 1), estes principios se difundiram
ganhando um grande reconhecimento passando a ser protagonista em diversos setores da
industria quimica.

A catalise ¢ uma ferramenta que se destaca dentre os principios da quimica verde
por propiciar menores gastos energéticos, maior seletividade, melhor economia de
atomos e redug¢io da produgio de residuos.’ Atualmente, a quimica organica possui a sua
disposi¢do muitos catalisadores, tais como: complexos organometéalicos, moléculas
organicas, polimeros inorganicos, enzimas, etc. Dentre essas op¢des, uma € atraente para
o desenvolvimento de métodos de sintese organica mais sustentaveis e econdmicos, com
vantagens significativas sobre a catdlise quimica classica e a biocatalise. A biocatélise ¢
definida como a conversdo de substratos em um numero limitado de etapas usando
biocatalisadores (enzimas, microrganismos e, em alguns casos, acidos nucleicos e

anticorpos).?
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Figura 1. Os 12 primeiros principios da quimica verde

Dentre as opgdes de biocatalisadores, destacam-se as enzimas que podem ser
utilizadas em sintese organica, seja na forma de enzimas isoladas (imobilizadas ou ndo)
ou contidas em células (células inteiras ou extratos brutos de enzimas).* As enzimas
apresentam caracteristicas atraentes como: biocompatibilidade e biodegradabilidade;
utilizam majoritariamente meios reacionais aquosos; €, por serem compostas por
aminoacidos, apresentam excelentes régio-, quimio- e enantiosseletiva e minimizar a
geracdo de residuos e consumo energético.?

Nas ultimas trés décadas, avangos extraordinarios nas areas de biologia molecular
e engenharia de proteinas permitiram a descoberta e comercializacio de uma ampla
variedade de enzimas e a otimizagdo de sua atividade, especificidade de substrato,
seletividade e estabilidade, tornando assim a aplicagdo de biocatalisadores possivel em
varias reagdes quimicas. Assim, a biocatalise surgiu como uma ferramenta eficaz na

sintese organica e uma técnica economicamente viavel para processos mais sustentaveis



em escala industrial, principalmente aqueles que visam a obtengdo de compostos
enantiomericamente puros.’

O uso de enzimas isoladas apresenta, geralmente, maior seletividade e facilidade
na recuperagao do produto ao final do processo. Dependendo da estabilidade da enzima,
as condigdes reacionais podem ser variadas, permitindo o uso de solventes organicos e
co-solventes, temperaturas relativamente altas e sistemas multifasicos. Entretanto, a
utilizagdo de enzimas isoladas apresenta, em alguns casos, desvantagens como: elevado
custo de isolamento e purificagdo; necessidade de adigdo e regeneragdo de cofatores (em
enzimas dependentes de cofatores); e impossibilidade de isolar algumas enzimas
presentes em células.

Dentre as enzimas as lipases se destacam como biocatalisadores por geralmente
apresentarem alta estabilidade em meios hidrofobicos, estabilidade em temperatura

relativamente elevada, baixo custo e por possuir um amplo espectro de substratos.

1.2 Lipases

As enzimas sdo classificadas pela International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB) (https://enzyme.expasy.org) de acordo com as reagdes que
catalisam naturalmente, e sdo divididas em 7 classes: oxidoredutases (1), transferases (2),
hidrolases (3), liases (4), isomerases (5), ligases (6) e translocases (7). Essas classes sdo
divididas em subclasses e estas por sua vez em sub-subclasses. As lipases, por exemplo,
sdo classificadas com o nimero EC 3.1.1.3, o que significa que sdo hidrolases (3),
catalisam hidrolise de ligacdes de ésteres (3.1) carboxilicos (3.1.1) e sdo triacilglicerol
hidrolases (3.1.1.3).

A reagdo natural catalisada por estas enzimas ¢ a hidrolise de triglicerideos
produzindo acidos graxos e glicerol. Devido a sua grande capacidade de hidrolisar 6leos
e gorduras, as lipases tém sido amplamente utilizadas na industria de alimentos,” na
medicina,® na produ¢io de biocombustiveis,” na industria de detergentes!® e na industria
farmacéutica.!! Além da hidrolise de triglicerideos, as lipases apresentam uma outra
caracteristica muito importante: catalisar reacdes de uma vasta gama estrutural de
substratos. Esta caracteristica ¢ denominada de promiscuidade enzimatica'? e pode ser
classificada em 3 categorias: (A) promiscuidade catalitica, que ¢ a habilidade da enzima

catalisar reagdes ndo esperadas; (B) promiscuidade de substrato, que ¢ a habilidade de
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uma enzima trabalhar com substratos diferentes de seus substratos naturais e (C)
promiscuidade condicional, que ¢ a capacidade de uma enzima de trabalhar sob condi¢des
ndo-convencionais.

As lipases apresentam os 3 tipos de promiscuidade e alguns fatores sdo
preponderantes para isto, como: i) ndo necessitam de cofatores; ii) sdo estaveis e ativas
em solventes orginicos e iii) aceitam uma grande variedade de substratos.!> A
promiscuidade enzimatica das lipases proporciona que ela seja utilizada como catalisador
em diversas reagdes da sintese organica'® como: condensagdo alddlica,'* adigdo de

16 oxidagdo de Baeyer-Villiger,'” reacdo de

Michael,"® reagdo de Baylis-Hillman,
Biginelli,'® condesag¢do de Knoevenagel,'® reacdo de Hantzsch,?® reagio de Ugi,?! rea¢do
de Cannizzaro,?? reagdo de Mannich?? e reagdes multicomponentes.?*

A enantiosseletividade das lipases se deve a seu sitio ativo que ¢ formado por uma
triade catalitica composta de 3 aminodcidos: acido aspartico, histidina e serina (Asp-His-
Ser). Além da triade catalitica, o sitio ativo ¢ formado por uma cavidade oxianion, que
ajuda a estabilizar o intermedidrio tetraédrico através de interagdes intermoleculares, e
um bolsdo estereosseletivo responsavel pela enantiosseletividade destas enzimas.?® Na
Figura 2 ¢ apresentada, em vermelho, a triade catalitica da lipase B de Candida

antarctica (CAL-B) que ¢ composta por Aspl87-His224-Serl105. Esta numeracgdo

representa a posigdo dos aminodcidos na estrutura primaria desta enzima.?

Figura 2. Triade catalitica da lipase B de Candida antarctica (CAL-B). Adaptado de
Fajardo et al.?¢
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As cavidades que compdem o bolsdo enantiosseletivo das lipases sdo distintas
para cada enzima, mas de uma forma geral, existem como uma cavidade maior e outra
menor (ou média). Utilizando os enantidmeros do 1-feniletanol como exemplo, a Figura
3 apresenta as interacdes destes enantiomeros com as cavidades do bolsdo

estereosseletivo.

a) b)

H

Enantidmero Enantidmero

e
g

H favorecido desfavorecido

(R)-1-feniletanol (S)-1-feniletanol ‘ OH

: HyC
©/\CH3

Cavidade do sitio ativo Cavidade do sitio ativo

H

i Q

Figura 3. A) Aproximacao dos enantidmeros ao bolsdo enantiosseletivo do sitio ativo; b)
encaixe dos enantidmeros ao bolsdo enantiosseletivo do sitio ativo.

O (R)-1-feniletanol esté4 representado com a hidroxila projetada para tras do plano,
o maior substituinte estd orientado para a esquerda (anel benzénico) e o de tamanho médio
(metila) estd a direita, enquanto o seu enantiomero (S) apresenta a disposi¢do espacial
contraria (Figura 3a). Como resultado, o (R)-1-feniletanol se encaixard com maior
eficiéncia ao sitio ativo (Figura 3b), e por isso a formagao do produto a partir deste
substrato serd mais favorecida durante a reagdo, ou seja, a reagdo com este enantidmero
apresentara uma velocidade maior do que a reagdo com o outro enantidmero. A
configuragdo favorecida ¢ a que esta com a hidroxila orientada para tras do plano, o grupo
maior esta a esquerda e o grupo de tamanho médio (ou menor) esta orientado a direita.
Esta observagao sistematica foi elaborada empiricamente por Kazlauskas, e atualmente é
conhecida como de Regra de Kazlauskas.?” Como cada enantidmero reagem em um

velocidades distintas, as lipases s3o muito empregada na resolu¢do de racematos.
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1.3 Resolugao cinética

Na resolugdo cinética (RC), um dos enantiomeros de uma mistura racémica ¢é
convertido ao produto em uma velocidade maior, permitindo a separagdo do produto
quiral e do enantidmero que ndo reagiu por técnicas tradicionais de purificagdo (Esquema

1).28

Kr
(R)-Substrato : — (R)-Produto
catalisador quiral _
50% de rendimento

:

(S)-Substrato ----------------%  (S)-Produto
catalisador quiral

Esquema 1. Resolucio cinética (RC) de um racemato.

Os métodos mais utilizados para resolucdo cinética de alcoois secundarios sdo a
transesterificagdo e a hidrolise de ésteres catalisadas enantiosseletivamente pela enzima
lipase. No Esquema 2 estas metodologias sdo ilustradas utilizando como substrato para

a transesterificacdo o 1-feniletanol e para a hidrolise o seu éster correspondente.

Transesterificacao o Hidrélise

A

OH O

Lipase )T\ Lipase | A
)T\ OH o) Rs H0 &
Racémico R; O/RZ Racémico
L . - |
S S

Esquema 2. Enantiocomplementaridade das reagdes de transesterificagdo e hidrodlise
enantiosseletivas catalisadas por lipase.
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Analisando o Esquema 2 verificamos que tanto a transesterificagdo quanto a
hidrdlise apresentam uma seletividade com relagdo ao enantidmero R, e isto torna estas
reacdes complementares para a resolu¢do de dlcoois secundarios. Quando a
enantiosseletivade da transesterificacdo e hidrolise sdo altas (E > 100), os alcoois e os
¢steres serdo obtidos com alta pureza enantiomérica. Portanto, a aplicacdo das lipases
como catalisadores para a resolu¢do ¢ uma alternativa atraente para a obtencao de alcoois
secundarios enantiomericamente puros.

Na Figura 4 ¢ representado o mecanismo da reagdo de transesterificagcdo do 1-
feniletanol utilizando o acetato de vinila como doador de acila e catalisada pela enzima

lipase B de Candida antarctica (CAL-B).

ade cataliticd

O .
)k v
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0 204 Ser o]
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7N
) O I o
(7 DO I
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Figura 4. Mecanismo da reacdo de transesterificacdo do 1-feniletanol catalisada pela
enzima CAL-B.

Na primeira etapa, através de um ataque nucleofilico do oxigénio da cadeia lateral
da Ser-105, o acetato de vinila se liga ao sitio ativo da enzima, formando o intermediario
tetraédrico 1. Na etapa 2, a carbonila do intermediério tetraédrico ¢é restaurada, gerando

assim o intermediario acil-enzima e liberando o etenol. Na etapa 3, o intermediario acil-
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enzima sofre um ataque nucleofilico do R-1-feniletanol, que resulta na formag¢do do
intermediario tetraédrico 2. A Figura 5 representa o R-1-feniletanol ligado ao bolsdo
estereosseletivo do sitio ativo. Na etapa 4, a carbonila ¢ restaurada liberando a cadeia
lateral da Ser-105, que abstrai o proton da His-224 e restaura o catalisador, enquanto o

éster formado ¢ liberado do sitio ativo.

Figura 5. Encaixe do R-1-feniletanol no sitio ativo da CAL-B. Adapatado de Park et al.?

O grande interesse na utilizacdo de lipases em sintese organica deve-se a sua
disponibilidade comercial, a sua alta enantiosseletividade e da sua promiscuidade
enzimatica. Estas enzimas sdo disponiveis comercialmente tanto na forma livre como
imobilizada e possuem um custo relativamente baixo. A alta enantiosseletividade dessas
enzimas permite seu uso em reagdes de resolucdo cinética de uma ampla gama de

substratos para formagdo de compostos enantiomericamente puros?’.

1.4 Resolucao cinética dinimica quimioenzimatica

A RC possui como caracteristica intrinseca a obten¢do do enantiomero de
interesse com um rendimento tedrico maximo de 50%. Com o objetivo de superar essa
limitacdo, houve uma evolucdo desta metodologia para a resolugdo cinética dinamica

(RCD), onde se pode, em principio, obter um rendimento quantitativo de um dos
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enantiomeros através da combinagdo da etapa de resolugdo enantiosseletiva com uma
etapa de racemizacao in situ do enantidmero menos reativo. A Figura 6 representa a RCD

do 1-feniletanol catalisada pela lipase € um catalisador para a racemizagio.*°

lllle)

PN

©/\ Produto
(R)-1-feniletanol ki majoritario

lllle]

R4

Lipase
o)
Racemizagédo K )k -~ —
. -1 1 2
(Catalisador) | | ¢ R; o | rac (= Krac
XL
) on o R
Produto
minoritario

(S)-1-feniletanol

Figura 6. Representagdo esquematica da resolucdo cinética dindmica (RCD).

Um protocolo ideal de RCD necessita que a reagdo de resolugao cinética apresente
alta enantiosseletividade, seja irreversivel (k1 >> k2) e a velocidade da reacdo de
racemizagdo seja igual ou superior a velocidade da reagdo de resolugdo cinética (krac =
ki). Além disso, os dois processos — resolu¢do e racemizagdo — devem ser compativeis,
ou seja, devem ocorrer nas mesmas condi¢des reacionais € o produto quiral obtido ndo

28231 Quando esses requisitos sdo

pode ser racemizado nas condigdes reacionais.
alcangados, uma resolucdo cinética dindmica pode fornecer o produto com rendimento
teorico maximo de 100% e com excesso enantiomérico superior aquele obtido através da
resolucao cinética convencional.

No desenvolvimento de metodologias de RCD destaca-se o uso de catalisadores
de metais de transi¢do como agentes de racemizagdo, em uma estratégia denominada
resolugdo cinética dindmica quimioenzimatica.

A racemizagio, etapa chave da RCD, pode ser obtida por diversas rea¢des,*? entre

elas, podemos citar: i) racemizagdo térmica; ii) catalisada por base ou acido; iii) via base
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de Schiff; iv) via reacdo redox e vii) via radicais. O grande desafio ¢ combinar a etapa de
racemizagdo com uma reagao catalisada por enzima que, geralmente, opera sob condic¢des
reacionais mais brandas que o catalisador quimico.

A racemizagdo de alcoois nestas metodologias ocorre através de uma etapa de
desidrogena¢ao-hidrogenagdo (oxidagdo-redugdo). Um protocolo bem-sucedido foi
desenvolvido por Backvall e colaboradores utilizando o catalisador de Shvo, combinado
com a lipase B imobilizada de Candida antarctica (CAL-B, Novozyme 435) para a
resolugdo de 1-feniletanol e outros alcoois benzilicos.®® Os excelentes resultados desse
protocolo evidenciaram o potencial dos complexos metdlicos como agentes de
racemizagdo em sistemas de RCD enantiosseletiva.

Outra estratégia muito utilizada para a racemizacao de alcoois é a racemizagao
catalisada por 4cido através da formagdo de um carbocation. Esta metodologia pode ser
realizada utilizando resinas 4cidas (Amberlite, Amberlyst ¢ Dowex)*, silicatos
(sepiolita®® e zeolita) *® e catalisadores a base de vanadio.’’

Em 2018 o grupo do Prof. Béckvall reportou pela primeira vez a racemizagao de
alcoois terciarios via catalise acida.>*® Neste estudo, foram utilizadas resinas acidas como
catalisadores na racemizagdo de (S)-alcoois terciarios propargilicos em meio aquoso.
Entretanto, os melhores resultados foram obtidos quando a reacdo ¢ realizada em agua e
este fator impossibilita a aplicacdo deste protocolo de racemizagdo em metodologias de
RCD catalisada por lipase via transesterificacdo enantiosseletiva.

Todas estas metodologias apresentaram resultados promissores para a resolugdo

cinética dindmica de alcoois secundarios.

1.5 Catalisador heterogéneo de vanadio para a racemizacio de dlcoois na resolucio

cinética dinimica.

Na ultima década, foram publicados alguns protocolos de RCD de alcoois
benzilicos e alilicos empregando catalisadores a base de vanadio como agentes de
racemizagdo. Em estudos de Akai e colaboradores,®® o complexo de oxovanadio
VO(OSiPhs); foi capaz de racemizar alcoois alilicos via transposi¢ado-1,3 da hidroxila sob
condi¢des reacionais brandas, sendo compativel com as lipases B de Candida antarctica
(Novozyme 435), Burkholderia cepacia e Pseudomonas fluorescens. O complexo de

oxovanadio também foi utilizado suportado em silica mesoporosa de modo a transforma-
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lo em um catalisador heterogéneo, o que permitiu o seu reuso em mais de 6 ciclos
reacionais.>

Em 2007, Wuyts e colaboradores reportaram o uso do sulfato de vanadila
(VOSO4) como catalisador heterogéneo na RCD de rac-1-feniletanol (Esquema 3).4°
Esse composto, um soélido cristalino de baixo custo, baixa toxicidade e disponivel
comercialmente,*' foi capaz de racemizar o substrato em menos de duas horas, em um
mecanismo via a formagao de um carbocation. Entretanto, apesar da excelente atividade
e custo-beneficio deste catalisador e da possibilidade de seu reuso, este sistema requer

altas temperaturas, fator limitante para sua aplicabilidade com diferentes lipases.

0]

oH VOSO,

lipase (Novozyme 435)
O)\ octanoato de vinila (2 eq.) > O/\
octano, 80 °C, 3.5h rendimento = 93%

ee >99%

|||O

Esquema 3. RCD de rac-1-feniletanol catalisada por Novozyme 435 ¢ VOSOs,

A racemizagdo utilizando o sulfato de vanadila (VOSO4) ocorre via um
mecanismo de adi¢do-eliminacdo (Esquema 4) que se inicia pela coordenagdo do
complexo de oxovanadio a hidroxila, seguido de eliminacdo da hidroxila para formacao
de carbocation como intermedidrio. A adi¢do subsequente de uma molécula dgua ao
carbocation ocorre sem estereosseletivade, levando a racemizagdo do alcool. Entretanto,
o carbocation também pode reagir com outra molécula de 1-feniletanol, levando a

formagdo do bis(1-feniletil)-éter, ou sofrer desprotonagio para formagio de estireno.*¢

OH +OH +

OH
(S-, + H,0
1S VOSO0,4.xH,0 > T»

carbocation sp?
(S)-1-feniletanol planar e proquiral

sapeli-al NN vy

estireno

rac-1-feniletanol

bis(1-feniletil) éter

Esquema 4. Racemizacado de (S)-1-feniletanol com VOSO;4 via catélise acida.
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1.6 Resolucao cinética de alcoois terciarios

A resolucdo cinética de alcoois terciarios pode ser realizada por via quimica ou
enzimatica e apenas um seleto grupo de substratos foi estudado. Com relagdo as
resolugdes quimicas podemos citar os trabalhos baseados na resolucdo de 3-hidroxi-3-

42acd ¢ glcoois propargilicos tercidrios.*?® As resolugdes enzimaticas

oxindois substituidos
mais estudadas se baseiam principalmente em élcoois propargilicos®3®c¢H ¢ alcoois
benzilicos ciclicos. 43

A aplicacgdo de hidrolases (lipases e esterases) para a resolucao cinética de alcoois
terciarios se baseia nas reagdes enantiosseletivas de transesterificacdo e hidrolise de
¢ésteres. Em 2002, o grupo do Prof. Bornscheuer realizou uma triagem utilizando 25
lipases disponiveis comercialmente e os melhores resultados para a resolugcdo foram
obtidos pelas enzimas lipase A de Candida antarctica (CAL-A) e lipase de Candida
rugosa (CRL).* Esta triagem foi realizada através da hidrolise enantiosseletiva de ésteres
de alcoois terciarios.

Além da hidrolise enantiosseletiva, a enzima CAL-A apresentou bons resultados
para a transesterificagdo enantiosseletiva de dlcoois benzilicos ciclicos, Tabela 1.4" Os
melhores resultados foram obtidos utilizando a enzima imobilizada na forma de
agregados, CLEA (Cross-Linked Enzyme Aggregate). O efeito da imobilizagdo foi bem
pronunciado onde a enzima CAL-A CLEA apresentou uma velocidade de reacdo ~ 3

vezes maior que a enzima livre.

Tabela 1. Resolugdo cinética de dalcoois terciarios benzilicos ciclicos através de
transesterificagdo enantiosseletiva mediada pela enzima CAL-A.

o)
OH )k
O/\ R
CAL-A
n
32°C
1a n=1
2a n=2
Substrato Enzima Tempo (h) Conversao (%) | eeproduto (%) E
1? CAL-A CLEA 72 20 71 7
2° CAL-A 144 20 99 253
2° CAL-A CLEA 48 25 91 29
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A lipase CAL-A também apresentou um resultado bem interessante para a
resolugdo cinética de alcoois tercidrios propargilicos através da transesterificacdo
enantiosseletiva, Tabela 2. Neste estudo a lipase foi utilizada na forma imobilizada em 2
suportes: resina anidnica (C1) e polipropileno (Accurel-EP-100).* O produto 4 foi obtido
com 35% de conversio, ee = 94% e E = 65, utilizando a CAL-A imobilizada em Accurel-

EP-100 em um tempo reacional menor quando comparado com a CAL-A-CI.

Tabela 2. Resolugdo cinética de dlcoois terciarios propargilicos através de
transesterificagdo enantiosseletiva mediada pela enzima CAL-A.

o o]
OH )k RS
NN © > .
\ CAL-A \
Isooctano, 20 °C
3 4

Enzima Tempo (h) Conversao (%) eeproduto (%0) E
CAL-A-C1 144 9,3 91 22
CAL-A-EP-100 48 35 94 65

Além destas lipases, duas hidrolases extraidas de porco apresentam atividade
frente a alcoois tercidrios. A lipase de pancreas de porco (PPL) foi utilizada na sintese de
precursores de varios fungicidas através da hidrélise enantiosseletiva dos racematos em

43 ¢ a esterase de figado de porco (PLE) foi utilizada na resolugdo de ésteres

meio aquoso
quinuclidinicos.*3?

Devido ao nimero reduzido de enzimas ativas, foi realizado um estudo da relagao
estrutura-fungdo e pdde ser observado que a atividade destas enzimas com relagdo aos
alcoois terciarios estd associada a regido do oxianion do sitio ativo. Esta regido ¢
responsavel pela estabilizagdo do intermediério tetraédrico na hidrolise de ésteres
(Figura 7%).** Na maioria das lipases e esterases, uma glicina altamente conservada
seguida de um residuo hidrofébico volumoso (denominado de X) estd presente nesta
regido. O grupo carbonilico do esqueleto peptidico desta porcao esta direcionado para a
hidroxila do intermedidrio tetraédrico (circulo vermelho na Figura 7*) impedindo a
ligacdo de alcoois terciarios. Na Figura 7b esta representado o sitio ativo de enzimas das
subclasses da superfamilia de a / B-hidrolases, que sdo denominadas GGG(A)X por

possuirem um sitio ativo mais amplo com uma por¢ao contendo trés glicinas ou duas

glicinas e uma alanina seguido por um residuo volumoso X.*® As lipases e esterases da
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classe GGG(A)X sdo capazes de hidrolisar ésteres de alcoois terciarios com atividade

moderada a muito boa.*’

Intermediario tetraédrico

Tunel de ligagdo
do grupo acila

Cavidade do oxidnion

Entrada para o bolsdo de ligagao

Figura 7. A) Representacdo esquematica do sitio ativo de hidrolases do tipo GX. b)
Representagdo esquematica do sitio ativo de hidrolases do tipo GGG(A)X. Adaptado de
Henke et al.*

Com relacdo as lipases comerciais capazes de realizar a resolugdo de alcoois
terciarios, as lipases CRL e a PPL possuem em seu sitio ativo a por¢do GGGX, porém a
CAL-A possui sequéncia primdria e estrutura tridimensional consideravelmente
diferentes das outras enzimas o/p-hidrolases conhecidas. Foi sugerido que um residuo de
acido aspartico contribui para a estabiliza¢do do intermediario tetraédrico na cavidade do
oxidnion e que a enzima nao pode ser classificada como pertencente a classe GX ou a
GGG(A)X e apresenta uma configuragdo completamente diferente.*® Portanto, estes
fatores devem ser avaliados para a triagem de novas lipases e esterases que possam
realizar a resolucdo de alcoois tercidrios, mas ndo ¢ um fator de exclusividade para a
atividade em 4lcoois terciarios.

O grupo do Prof. Bornscheuer realizou uma modificagdo nas enzimas com o
objetivo de aumentar as propriedades cataliticas frente aos alcoois terciarios. O design
racional de proteinas foi realizado para a esterase BS2 de Bacillus subtilis e apresentou

resultados relevantes, Tabela 3.%°

21



Tabela 3. Resolucdo cinética de alcoois terciarios propargilicos através de hidrolise
enantiosseletiva mediada pelas enzimas Esterase BS2 selvagem e mutantes.

O

F3C. O
Esterase BS2

% selvagem ou mutante
Tampéao pH 7,5/ DMSO
37°C
5

Esterase BS2 Conversao (%) eeproduto (%) E

Selvagem 33 93 42
Glyl105Ala 58 96 > 100
Glul88Asp 50 99 > 100

A glicina (G105) desta enzima mostrou ser o residuo chave para a
enantiosseletividade da BS2 e a substitui¢do desta glicina por uma alanina aumentou
consideravelmente a enantiosseletividade da nova enzima (Gly105Ala) comparada com
a enzima selvagem (enzima natural). Além da glicina-105 o acido glutdmico (E188), foi
substituido por um 4acido aspartico ¢ a enzima (Glul88Asp) também apresentou um
resultado superior que a enzima selvagem.*

Outros estudos foram realizados com diferentes esterases de modo a melhorar a
atividade destas enzimas frente a alcoois terciarios. Nestes estudos foram avaliados a
hidrolise enantiosseletiva de ésteres propargilicos benzilicos das seguintes esterases:

43f

esterase de Bacillus sp. BP-7,%¢ esterase de Pseudomonas putida,¥" esterase

Methylobacterium Populi®® e a esterase de Paenibacillus barcinonensis.*

As hidrolases apresentam resultados muito bons para a resolucdo cinética de
alcoois tercidrios, porém a maioria dos resultados foram obtidos para a hidrdlise
enantiosseletiva de ésteres. Até o presente momento s existem 2 exemplos de reagdes de
transesterificagdo enantiosseletiva de alcoois terciarios (Tabelas 1 e 2).4*"4 Um fator a
se destacar ¢ que as reacdes de hidrolise ocorrem em meio aquoso ou em sistema bifasico,
o que dificulta a sua aplicacdo simultaneamente a sistemas de racemizacdo de alcoois,
pois a maioria dos catalisadores sdo sensiveis a d4gua, entdo o sistema mais adequado sao
os solventes organicos.

Neste contexto, a enzima CAL-A se apresenta como uma alternativa promissora
para a RCD quimioenzimdtica de 4lcoois terciarios utilizando reagdes de

transesterificagdo enantiosseletiva juntamente com um catalisador de vanadio,

responsavel pela etapa de racemizagao.
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1.7 Resolugao cinética dinimica de alcoois terciarios

Em janeiro de 2020, o grupo do Prof. Akai publicou o primeiro artigo de uma
RCD quimioenzimatica de um alcool tercidrio utilizando o catalisador O=V(OSiPhs);
imobilizado em silica mesoporosa (V-MPS) como agente de racemizagao e a lipase CAL-
A como biocatalisador.’! Neste artigo foi avaliado o potencial do complexo de
oxovanadio V-MPS na racemizag¢ao da (S)-1-hidroxi-1-metiltetralina utilizando o acetato
de vinila como doador de acila, obtendo ap6s 13 dias de reacdo, o produto acetilado com
77% de rendimento e ee acima de 99% (Esquema 5). Entretanto, esta conversao so6 foi
obtida com adi¢des sequenciais de novas por¢des dos catalisadores (CAL-A e V-MPS),
devido a desativa¢do da CAL-A durante o processo.’! Dessa maneira, ainda é necessario
maiores esfor¢os no desenvolvimento de um protocolo robusto de RCD de alcool

terciario, sendo este o objetivo e o desafio deste projeto de pesquisa.

OH “, OH \\OAC
(0] . .
CAL-A, V-MPS
g CO - CC
tato de vinil éter diisopropilico, 25 °C
acetato de vinila :
rac-2a (10 equiv.) atmosfera inerte, 312h (S)-2a (R)-2b
(0.08 M) o= 779
ee > 99%

Esquema 5. Primeira RCD quimioenzimatica de um alcool terciério.
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2. Contribuicées para a area

2.1 Resolucio cinética dinimica quimioenzimatica de alcoois secundarios pelo
sistema lipase/VOSQO4

Para que uma RCD quimioenzimatico seja eficiente, o sistema deve operar em
uma condicao reacional onde os dois catalisadores estejam ativos e sejam compativeis.
Porém estes que catalisadores podem exigir condi¢des de reagdo especificas que ndo
sejam compativeis. Os Complexos metélicos, como ruténio, iridio, palddio e ferro, sdo
agentes de racemizagao Uteis, no entanto, a maioria destes catalisadores ¢ custo elevado,
ndo sdo ecologicamente adequados, e em alguns casos requerem condi¢des prejudiciais
as enzimas, como altas temperaturas ou presenca de bases fortes. Portanto, um esforco
substancial tem sido dedicado ao desenvolvimento de catalisadores de racemizagao
biocompativeis e mais ambientalmente benignos, como resinas acidas, zeolitas e
compostos de vanadio.

O nosso grupo de pesquisa realizou um estudo minucioso sobre a RCD
quimioenzimatica de alcoois benzilicos e seus derivados utilizando o VOSO4 para a etapa
de racemizagdo e a enzima lipase para a etapa de transesterificagdo enantiosseletiva.>?
Neste estudo, foi desenvolvido um protocolo robusto e ambientalmente amigavel para a
RCD de 4lcoois secundarios aromaticos e heteroaromaticos obtendo-se altas conversoes,

altos valores de ee e, mais importante, alta seletividade, Esquema 6.

(0]
OH VOSO,4 CAL-B, )]\/\/\/\/\
' 0 (@)
}\ decanoato de vinila H
0,
R R, heptane, 50 °C R1/(R)\R2
o R =H:85%, ee > 99% o
D R = CHs: 87%, ee > 99% P R = CH,CN : n3o reagiu
0" “(CH2)sCH3 R = OCHj3 : 73%, ee > 99% Q" (CH2)CH, R = CH,Br : nao reagiu

R=F:79%, ee > 99%
R =NO; : 82%, ee = 96%
R =CF3:80%, ee >99%

AT

R = CH(CH3), : ndo reagiu
R =CHy,CH3: ¢ =74%, ee >99%

o} 0]

AN

0" “(CH)sCHs 0" T(CHg)sCH3

o h

90%, ee = 91%

I

88%, ee > 99%

0]

Q)j\(CHz)scHs
Ny ~
P
91%, ee = 89%

Esquema 6. Resultados das reacdes de RCD quimioenzimatica dos dlcoois secundarios.
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A reciclabilidade do sistema CAL-B/VOSO; foi investigada pela primeira vez, e
este sistema catalitico permaneceu ativo por 5 Ciclos de RCD. A diminui¢@o da conversao
apos o quinto ciclo poderia estar relacionado a uma incompatibilidade entre CAL-B e
VOSO4 devido ao tempo de contato prolongado ou uma incompatibilidade entre o
VOSO;4 e o doador de acila.

Para entender melhor essa limitagdo, avaliamos a reciclabilidade da CAL-B na
RC do (rac)-1-feniletanol na auséncia do catalisador de racemizacdo, sendo que a lipase
permaneceu ativa e enantiosseletiva mesmo ap6s 6 ciclos. Além disso, avaliamos o
desempenho do VOSO4 na racemizagao de (S)-1-feniletanol na presenca de decanoato de
vinila. O catalisador permaneceu altamente ativo na presenga do doador de acila mesmo
apos 5 ciclos de reagdo, reproduzindo as observagdes descritas anteriormente. Esses
resultados mostraram que a CAL-B e o VOSO4 sdo estaveis e permanecem ativos por
varios ciclos quando ndo estdo no mesmo sistema de reacdo. No entanto, durante os ciclos
de RCD, os catalisadores perdem gradativamente seu desempenho devido a sua
incompatibilidade mutua.

Para aumentar ainda mais a reciclagem do sistema, os catalisadores foram
compartimentalizados através da separacao fisica do VOSO4 da CAL-B, empregando um
tubo (de teflon ou polipropileno, Figura 8), que permitiu 8 ciclos de rea¢do sem perda de
desempenho ou seletividade, na Figura 9 ¢ apresentada o sistema CAL-B/VOSO4 para
RCD. Além de impedir a perda de desempenho dos catalisadores devido a interacdo entre
eles, o tubo facilitou a remogao dos catalisadores durante a reacdo e sua reutilizagao.
Além disso, essa metodologia provou ser robusta para um experimento de escalonamento
de 20 vezes.

a)

Jn e S0 o & 88

cgg,.——_qnqx-v-??'—

oty v o ¢
t R

g ¥ S e PR

; £ ta
AN DEaROVSE S W SV Y

Figura 8. a) O tubo de polipropileno perfurado. b) Dispositivo adaptado (com VOSO4)
para compartimentalizacdo em reagcdes DKR.
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Tubo de polipropileno
Solucéo de rac-alcoois,
doador de acila e heptano

VOSO,
CAL-B

Figura 9. A) Representagdo esquematica da configuragdo da reagdo RCD com
compartimentaliza¢ao dos catalisadores; b) Reacdo RCD: tubo com VOSO4 em contato
com o meio reacional contendo substrato (alcool sec racémico), decanoato de vinila
(doador de acila), CAL-B imobilizado e heptano.

Este trabalho chamou a aten¢do da empresa sueca SpinChem que nos procurou
para desenvolvermos um sistema de compartimentaliza¢do em parceria, esta colaboragao
se iniciou em 2022 e estd bem promissora.

Como fruto deste trabalho em 2020 aprovamos o Projeto FAPESP Regular
“Resolugdo cinética dinamica quimioenzimdtica de dalcoois terciarios.” Onde aplicamos o

sistema lipase/VOSQO4 para a RCD Quimioenzimatica de alcoois tercidrios.

2.2 Resolugao cinética dindmica (RCD) Quimioenzimatica de alcoois terciarios

biciclicos

Iniciamos o estudo da RCD Quimioenzimatica de alcoois terciarios com o alcool
terciario biciclico 1-metil-1,2,3 4-tetrahidronaftalen-1-ol (2a). Avaliamos inicialmente as
duas etapas separadamente a resolucdo cinética utilizando a enzima CAL-A e a
racemizagdo utilizando o VOSOs e posteriormente avaliamos a RCD, combinando as duas
reacoes.

Para a otimizagdo da RC, avaliamos os seguintes parametros: solventes
organicos, doador de acila e a razdo enzima/substrato. Assim, fazendo modifica¢des

simples dos parametros da reacionais (butirato de vinila como doador de acila, heptano ou
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isooctano como solvente a 30 °C e 2:1 m/m de enzima), alcancamos um protocolo
otimizado da RC para um substrato desafiador em taxas de reacdo que poderiam ser

compativeis com a rapida racemizacdo catalisada por VOSO4, Esquema 7.

OH
CAL-A
Butirato de vinila

heptano
2a 30°C,5h (S)-2a (R)-2¢ 8

49%, >99% ee 3%

Esquema 7. Resolugdo cinética enzimatica de 8.

O protocolo desenvolvido de RC também foi testado para outro substrato o 1-
metil-2,3-di-hidro-1H-inden-1-ol racémico (1a), que forneceu (R)-lc¢ com 45% de
conversdao e 96% de ee em apenas 4 horas (Esquema 8). Este ¢ o melhor resultado ja
relatado na literatura para KR de 1a em termos de taxa de reagdo, conversao e valores de
enantiosseletividade, reforgando a otimizagdo obtida utilizando o butirato de vinila como

doador de acila.

o CAL-A P
Butirato de vinila +
Heptano
1a 30°C,24h (S)-1a (R)-1c 9
86% ee Conversao 45%, 4h produto lateral
96% ee, 2%

Esquema 8. Resolucao cinética enzimatica de 1a.

Realizamos uma reacdo de RC em larga escala para os substratos 2a e 1a com
0,80 mmol de substrato e heptano como solvente. Esses experimentos demonstraram que
o protocolo ¢ promissor para dimensionar e permitir o isolamento dos compostos
opticamente ativos por cromatografia em coluna.

Depois de estabelecer a condicdo Otima para a RC, estudamos a etapa de
racemizagdo usando VOSO4 como catalisador. Considerando a possivel formagao de um
carbocation terciario, vislumbramos que o VOSO4 pode ser promissor para a racemizagao
de éalcoois tercidrios. Assim, avaliamos pela primeira vez este catalisador para a

racemizagdo de (5)-2a, Esquema 9. At¢ o momento, essa reagdo foi estudada apenas por
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Akai e colaboradores usando o catalisador homogéneo O=V(OsiPhs); imobilizado em
silica mesoporosa (V-MPS4), e os resultados obtidos abriram espago para o nosso

estudo.’!

OH

Vv
Q0 - CC

heptano
(S)-2a 2a 8

Esquema 9. Racemizagado de (S)-2a catalisada pelo VOSOas.

Testamos diferentes quantidades de VOSO4 na racemizacao de (S)-2a usando a
condi¢ao de reagdo definida na etapa RC. A racemizag¢ao rapida foi alcancada a 30 °C em
heptano e isooctano como solventes, mas observamos a alta formag¢do do produto de
eliminagdo 8 . Essa reagdo colateral j& era esperada uma vez que a racemizagao acida gera
um carbocation tercidrio, um intermedidrio altamente reativo que pode levar a vias
indesejadas como formacao e rearranjo de alcenos. O favorecimento da via de eliminagdo
pode estar relacionado a estabilidade mais excelente do alceno 5a em comparagdo com
alcool terciario estericamente impedido.

Sabendo da incompatibilidade do VOSO4 com lipases durante o tempo de contato
prolongado?®3 testamos nosso sistema de compartimentaliza¢do previamente aplicado no
RCD de élcoois secundarios®®. As reagdes de racemizagdo com compartimentalizagdo
foram mais lentas devido a ma transferéncia de massa do alcool tercidrio para o tubo
contendo o catalisador. No entanto, isso pode ser uma vantagem, pois a reagdo lateral
também se tornou mais lenta, diminuindo a formac¢do do produto de eliminagdo 8. Os
primeiros resultados da racemizagdo de (S)-2a catalisada por VOSO4 indicam que este
catalisador heterogéneo pode ser um potencial aliado no desenvolvimento de metodologias
RCD aplicéveis para alcoois tercidrios. Apesar do desafio de superar reagdes colaterais,
esses resultados representaram um ponto de partida para futuras investigagdes sobre a
racemizag¢do de alcoois terciarios catalisada por VOSOa.

Tendo estudado as condigOes das reagdes de RC enzimatica e de racemizagao
catalisada por vanadio, essas duas reacdes foram combinadas para realizar a RCD de 2a.
Este ¢ o primeiro trabalho a avaliar VOSO4 e CAL-A imobilizada em Immobead como

catalisadores para um RCD de um élcool terciario. Inicialmente, a RCD de 2a foi realizada
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utilizando a condi¢do 6tima de RC e a quantidade de VOSO4 que gerou menor quantidade
de produto de eliminagdo: 0,16 mmol de rac-1a, 2:1 m/m de CAL-A, 10 equivalentes de
butirato de vinila, 10 mg de VOSO4 dentro de um tubo de vidro e 2 mL de heptano. Nestas
condi¢des, obtivemos apenas 23% de conversdo de (R)-2¢ (>99% ee) com a formacao de
56% do produto de eliminagao 10, indicando uma possivel reatividade do VOSOj4 ao éster
2¢. Uma reagdo de controle foi realizada entre VOSO4 e o éster (R)-2¢ (Esquema 10).
Surpreendentemente, o VOSO4 reagiu com o (R)-9¢ formando o alceno 8 com 55% de

conversdo em 17h.

VOSO, (5,0 mg) O‘
Heptano (1,0 mL)

30 °C 10

(R)-9¢

0,08 mmol Conversao 55%, 17 h

Esquema 10. Reacdo de controle com VOSOy4 e éster (R)-2c¢.

Com o objetivo de minimizar a reag@o indesejada entre o catalisador de vanadio
e (R)-2¢, uma triagem para a RCD de 2a foi realizada utilizando diferentes condi¢des de
reagdo, como: diferentes quantidades de VOSOys, uso de peneiras moleculares e/ou sistema
de compartimentaliza¢do e adi¢do sequencial de catalisadores. O melhor resultado foi
obtido com a adi¢do de peneiras moleculares, com conversao de 57% de (R)-2¢ (ee >99%)
e apenas 2% do produto de eliminagdo 8 em 7 horas. Tempos de reacdo prolongados
favoreceram a via de eliminagao.

Os valores de conversdo e ee do substrato indicam que o VOSOy4 foi desativado
durante a RCD, pois ndo conseguiu atingir conversdes significativamente superiores a
50%. Embora a literatura tenha mencionado uma incompatibilidade entre VOSO4 ¢

lipases’->

, observamos que a CAL-A permanece ativa e enantiosseletiva mesmo em
diferentes sistemas reacionais. Além disso, tinhamos um desafio mais significativo do que
a incompatibilidade entre o sistema catalitico quimioenzimatico: a reatividade do alcool
terciario e do éster. Por exemplo, Ozdemirhan e colaboradores citam que os ésteres
terciarios resultantes da RC de 2a com acetato de vinila como doador de acila se
decompdem facilmente em temperaturas acima de 32 °C.% Os grupos de Akai e Groger

também observaram a decomposi¢do do édlcool terciario em produtos de eliminagdo.>!
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Apbs nossos esforcos, foi possivel minimizar a formagao do alceno 8 utilizando
estratégias praticas como diminuir o grau de hidratagdo do meio reacional e adi¢ao lenta
do catalisador de racemizacao, proporcionando um leve processo DKR de alcool terciario
com alta enantiosseletividade e rapida taxa de reacao.

Embora o RCD de 2a ja tenha sido relatado com valor de conversdo acima do
obtido por nds (77%),>* nosso melhor resultado foi obtido em apenas 7 horas usando um
catalisador oxovanadio disponivel comercialmente (VOSO4) — sem necessidade de pré-
ativagdo — e uma quantidade relativamente pequena de enzima (2:1 m/m enzima:substrato,
52 mg), com adic¢do de peneira molecular. O Esquema 11 resume os resultados de DKR
para alcool tercidrio 2a relatados até o momento.

Portanto, apresentamos uma resolucao cinética enzimatica (RC) otimizada para
dois alcoois benzilicos tercidrios (2a e 1a) por meio de otimizagdes praticas de paradmetros
de reagdo, como doador de acila e quantidade de enzima. A metodologia ¢ uma estratégia
de obtencdo direta de alcoois terciarios enantiomericamente puros, que pode superar
alguns desafios enfrentados na sintese assimétrica dessa classe de compostos. Além disso,
também estudamos o desenvolvimento de uma resolugdo cinética dinamica (RCD)
utilizando a CAL-A como catalisador quiral e VOSO4 como catalisador de racemizagao,
dois catalisadores heterogéneos comercialmente disponiveis.

Esta metodologia de RC e RCD de 4lcoois tercirios ciclicos foi submetida ao

periodico Catalysis Science and Technology.>®
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Akai et al.

OH _ , ,OH
2a ($)-2a (R)-9¢
(0.08 M) 23%, 66% ee 77%, >99% ee

v Alta conversao

v Sem formagao de produtos laterais

X Necessidade de imobilizar o catalisador de vanadio
X Eter como solvente

X 13 dias de reacdo

X Uso de 281 mg de CAL-A e 40 mg de V-MPS4
(Adicionado em porgdes durate 23 dias

Milagre et al.

Butirato de vinila (10 eq)

OH " cAL-A, v-VPs4 ., pOH
Peneira molecular 4A (20 mg)
A Y N
Hept 30°C
2a P an7cr>1, (5)-2a (R)-2¢
(0.08 M) 40%, >99% ee 57%, >99 ee

v Catalisador de V disponivel comercialmente

v/ Heptano como solvente

V' 7 horas de reacao

v Uso de 52 mg de CAL-A e 10mg de VOSO,

X Formacao de produtos laterais

X Pequena contribuicdo da DKR, causando menor conveersao
X Decomposicéo de (R)-2¢

Esquema 11. Resolucgdo cinética dindmica do alcool terciario 8: comparagdo

entre a literatura®! e este trabalho.
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2.3 Resolucio cinética dindmica de alcoois terciarios em regime de fluxo continuo.

Com o objetivo de otimizar a reagdo de RCD de 2a realizamos o estudo desta
reacdo em regime de fluxo continuo. A Figura 10 apresenta as condi¢des otimizadas para
a RC de 2a apds a avaliagdo de varios pardmetros como: solvente, temperatura, fluxo de
alimentacdo, tempo de residéncia, doador de acila, quantidade de enzima e concentragdo
de substrato. Comparando com a reacdo em batelada conseguimos obter uma conversao

superior com nenhuma formacgao de produto lateral.

OH ~., ,OH
CAL-A (0.3 g) >
+
2a (35mg) (S)-2a (R)-9¢
butirato de vinila (8.5 equiv.) 97% ee Conv =48% ,99% ee

Solventes: Tempo de residéncia = 22,5 min
Acetonitrila>x

Isooctano+”

Fluxo: 0,05 mL/min

Figura 10. Resolugao cinética enzimatica do dlcool terciario 2a em fluxo continuo.

Apesar do resultado obtido ser excelente, esta metodologia possui algumas
limitacdes como a solubilidade do substrato em solvente apolares. Este fator foi
minimizado com a adi¢do de excesso de doador de acila (8,5 equivalentes) que aumentou
a solubilidade 2a. Outro ponto importante a se ressaltar ¢ a afinidade de 2a ao suporte da
enzima CAL-A. Com isto, ao final da reagdo foi necessario passar pela coluna um solvente
polar, como o acetato de etila, para verificar que o substrato ndo ficasse retido na coluna,

mascarando o resultado. Este fato poderia ser facilmente contornado com uso de um
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solvente polar, porém os solventes polares apresentaram baixas conversdes e levaram a
formagao de produtos laterais ou menor enantiosseletividade.

Depois de estabelecer a condig¢@o 6tima para a RC em fluxo continuo, estudamos
a etapa de racemizag@o usando VOSO4 como catalisador. Assim, avaliamos pela primeira
vez este catalisador para a racemizacdo de (S)-2a. Utilizamos as mesmas condigdes
otimizadas para a RC enzimatica com a coluna preenchida com o VOSO4. Nesta condi¢des
conseguimos obter uma racemizagdo de 30% com 3 % de formagdo de produto lateral,
alceno 8.

Tendo estudado as condigOes das reagdes de RC enzimatica e de racemizagao
catalisada por vanadio em fluxo continuo, realizamos a combinacdo das mesmas para
realizarmos a RCD de 2a. De modo a evitar o contato entre os catalisadores utilizamos a
estratégia realizada por Souza et al.” na qual foram intercaladas camadas de enzima e
VOSO; separadas entre si por um “filler” como apresentado nas Figuras 11 e 12.
Testamos 4 materiais diferentes como “filler”’: microesferas de vidro, celite, siilica gel e

algodao.

Figura 11. Coluna Omnifit® EZ Solvent Plus com o didmetro interno de 6,6 mm e

comprimento de 100 mm com camadas alternadas dos catalisadores.

33



Figura 12. Representacdo esquematica das camadas dos catalisadores e do “filler”.

O resultado mais promissor foi obtido utilizando as microesferas de vidro, porém
a melhor conversao obtida foi de 35% com 50% de formagao do alceno, produto lateral.
Este resultado corrobora com o observado no experimento em batelada, onde o produto
pode ser convertido no alceno. Repetimos o experimento de controle utilizando a coluna
preenchida com 30 mg de VOSO4 e passamos por ela apenas o éster (R)-2¢ e observamos
a formagao de 70% do alceno, Esquema 12. Aumentamos o fluxo de modo a diminuir o
tempo de residéncia e apenas com o fluxo superior 3 vezes observamos a diminui¢ao na
formagdo do alceno 8, porém este fluxo ndo é compativel com a resolugdo cinética

enzimatica, pois leva a uma diminui¢do substancial na conversao ao (R)-2c¢.

VOSO, (30,0 mg)
Fluxo = 0,05 mL/min

30°C 8

(R)-2¢c

0,08 mmol Conversédo 70%

Esquema 12. Reagdo de controle com VOSO;4 e éster (R)-2¢ em fluxo continuo.
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A etapa de racemizagdo em fluxo continuo esta favorecendo a reagdo paralela
levando a formagdo do alceno 8, inviabilizando assim o emprego da RCD. Apesar ndo
conseguirmos implementar as RCD, o resultado obtido pela RC em fluxo continuo ¢
superior a todos relatados na literatura.

Apesar de ndo obter sucesso na reagdo de RCD em fluxo continuo, conseguimos
obter a RC praticamente quantitativa, um resultado inédito cujo artigo estd em fase de

redacdo.

2.4 Resolugao cinética dindmica (RCD) Quimioenzimatica de alcoois terciarios

propargilicos

Inicialmente, uma série de condi¢des reacionais foram avaliadas utilizando a
enzima CAL-A para a RC do alcool terciario propargilico 2-fenil-3-butil-2-o0l (3). Esta
enzima foi selecionada por ser enantiosseletiva para as reacdes de RC de élcoois tercidrios
propargilicos®” e por ser disponivel comercialmente. Foram avaliados os efeitos da
variagdo da quantidade de enzima, da quantidade de doador de acila e da temperatura,
Esquema 13. Os resultados obtidos foram insatisfatorios e optamos por realizar uma

triagem de outras lipases.

OH
Lipase
% Doador de acila

Solvente, temperatura
3 4

Esquema 13. Reacao de controle com VOSO;4 e éster (R)-2¢ em fluxo continuo.

Realizamos a triagem com as seguintes lipases: 1) Lipase A de Candida
antarctica imobilizada em immobead 150, recombinante de Aspergillus oryzae (CAL-A);
2) Lipase de Candida rugosa (CRL); 3) Lipase de Candida rugosa imobilizada em
immobead 150 (CRLim); 4) Lipase de pancreas de porco (PPL); 5) Amano lipase A de
Aspergillus niger (ANL); 6) Amano lipase de Pseudomonas fluorescens (PFL); 7) Lipase

de Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead 150 (TLL); 8) Lipase de
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Rhizopus oryzae imobilizada em immobead 150 (ROL); 9) Lipase de Rhizopus niveus
(RNL); 10) Lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em immobead 150 (RML); 11)
Amano lipase M de Mucor javanicus; 12) Lipase B de Candida antarctica imobilizada em
resina acrilica (CALB); 13) Amano lipase de Burkholderia cepacia (BCL).

Dentre as lipases testadas nenhuma apresentou um resultado melhor que o obtido
pela CAL-A. Entdo, optamos por continuar utilizando a enzima CAL-A. Devido as baixas
conversdes nos experimentos anteriores, optamos por dar um novo direcionamento ao
trabalho, utilizando o protocolo de transesterificagdo desenvolvido por Bickvall ef al. 38,
apesar do foco do trabalho de Bickval ser a aplicagdo de variantes engenheiradas da
enzima CAL-A. No nosso caso, ao invés de focar na engenharia de proteinas, decidimos
realizar um estudo da engenharia do meio reacional, avaliando os efeitos da temperatura,
do solvente, do doador de acila e da concentragdo do doador de acila e da quantidade de
enzima.

O emprego da engenharia do meio reacional foi fundamental para a obtengao de
uma condi¢do reacional otimizada e competitiva com as ja desenvolvidas utilizando a
CAL-A. Com isto, otimizamos um novo protocolo para a transesterificagdo
enantiosseletiva de 3 catalisada pela CAL-A imobilizada em Immobead 150 em isooctano
a 30 °C, com butirato de vinila como doador de acila, obtendo uma conversao de 33% ¢
95% ee em 48 h.

O Esquema 14 faz uma comparagdo dos resultados que obtivemos com os da
literatura. Em relagdo ao trabalho publicado Bornscheuer et al.,’’* desenvolvemos um
sistema mais eficiente, com menor relagdo enzima/substrato (4,28 m/m ao invés de 137
m/m) e um doador de acila diferente; adicionalmente, uma conversdao semelhante foi
alcangada em 48 h de reacdo ao invés de 120 h. Nosso resultado foi semelhante ao relatado
por Bickvall ef al.,’® com a vantagem de utilizar uma temperatura menor ¢ uma enzima
selvagem disponivel comercialmente. Além disto, o processo desenvolvido neste trabalho
¢ economicamente mais vidvel do que todo o processo de obtencdo de variantes
engenheiradas da enzima CAL-A.

Este estudo de engenharia do meio reacional estd descrito com mais detalhes no
artigo que submetemos ao periodico Results in Chemistry e na dissertagdo de mestrado do

aluno Laerte Ganeo Neto.>’
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CAL-A immobead 150 (156 mg)
Butirato de vinila (500 mM)

//5 2

Milagre
Isoctano, 48 h, 30 °C (R)-5
(80,0 mM) Agitacdo magnética 33% Cov., 95% ee
Raz&o enzima/substrato = 4,28 m/m
(0]
OH )KA
CAL-A Accurel MP1000 (25 mg) W
Backvall % Butirato de vinila (250 mM) _ +
3 Isoctano, 48 h, 60 °C (R)-5
(80,0 mM) Placa de screening - Shaker 4% Cov., — ee (5)-3
Raz&o enzima/substrato = 2,14 m/m
(0]
OH )K/\
L367G CAL-A Accurel MP1000 (25 mg) _,,\\\\O
e Butirato de vinila (250 mM
Béckvall N (250 mi *
3 Isoctano, 48 h, 60 °C (R)-5
(80,0 mM) Placa de screening - Shaker 35% Cov., 93% ee
Raz&o enzima/substrato = 2,14 m/m
o}
OH CAL-A EP100 (100 mg) __»‘\O)K
Bornscheuer % Acetato de vinila (200 mM) +
3 Isoctano, 48 h, 20 °C (R)-5
(5,0 mM) Thermoshaker - 1300 rpm 26% Cov., 94% ee

Raz&o enzima/substrato = 137,00 m/m (35% Cov., 94% ee 120h)

Esquema 14. Comparagdo de protocolos de resolucdo cinética enzimatica de 3.

2.5 Avaliacio do escopo da metodologia de Resolucio cinética enzimatica dos alcoois

terciarios propargilicos.

A RC foi desenvolvida com sucesso, entdo fomos realizar a reacao de racemizagao
utilizando o sulfato de vanadila (VOSO4) como catalisador, para posteriormente combinar
as duas reacdes de modo a obtermos a RCD de 3. Durante o desenvolvimento da etapa de
racemizagdo foi observado a formagdo de produtos laterais. Estes produtos podem ser
formados via reacdo de eliminacdo ou pelo rearranjo de Meyer-Schuster como ¢
apresentado no Esquema 15. Os mesmos produtos laterais foram observados por Biackvall
et al. ao utilizarem resinas acidas para a racemizagido do mesmo substrato.®® Realizamos

uma avaliacdo das melhores condigdes reacionais, porém nao conseguimos evitar a
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formag¢do dos subprodutos, os quais eram formados em cerca de 30% relativo a

concentragdo do substrato.

OH

4

Racemizagao

X
~, OH  voso, nH,0 (E)

[ + _— +
m Rearranjo
1 Meyer-Schuster ]
N A
(CAlNA

Eliminacdo OH

Esquema 15. Proposta de formagdo de produtos laterais para a reacdo de

racemizagao de 3.

Levando em consideragao todos os desafios observados nessas duas reagdes de
resolucdo cinética dinamica, tanto com relagdo a inativagdo dos catalisadores devido a
exposicado mutua por longos periodos, quanto em fun¢do da formacdo de uma grande
quantidade de subprodutos quando o sulfato de vanadila foi fisicamente separado da CAL-
A, optamos por encerrar o estudo de RCD deste substrato, uma vez que seria extremamente
complicado conciliar uma condicdo reacional que fosse adequada para ambos os
catalisadores. Além disso, a CAL-A se mostrou durante o desenvolvimento do protocolo
de resolugdo cinética, ter uma cinética muito lenta na conversao de 3, o que ¢ incompativel
com a rapido processo de racemizacao catalisado pelo VOSOy4, que levaria a um aumento
na produg¢do dos subprodutos. Nesse sentido, apesar das dificuldades impostas pela RCD,
foram obtidos avangos na resolugdo cinética classica de alcoois terciarios propargilicos,

inclusive com um resultado inédito para uma reagdo utilizando a enzima CAL-A.
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3. Perspectivas

A linha de pesquisa em Resolu¢do Cinética Dindmica de alcoois secundarios e
terciarios utilizando o sistema lipase/VOSOs4 vem obtendo sucesso e pretendemos
aumentar o escopo de aplicacdo em outras classes de alcoois secundarios.

Temos também como objetivo a busca por outro catalisador para a racemizagao
de aminas secundarias, uma vez que o VOSO4 ndo a compativel para esta reagdo. As
lipases e principalmente a CAL-B apresenta uma excelente atividade frente as aminas
secundarias, entdo estamos pretendendo desenvolver um processo de RCD
quimioenzimatica para aminas secundarias com um catalisador de baixo custo, baixa

toxicidade e disponivel comercialmente.
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