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RESUMO

A tdo almejada meta global de desenvolvimento sustentavel pode ser facilitada, no
ambito dos processos quimicos, pelo uso de biocatalisadores nas reacfes de sinteses
organicas. O uso de sistemas em cascatas multienziméticas propicia menor geracao
de residuos, uma vez que dispensa o isolamento e purificacdo dos intermediarios
sintéticos, reduzindo, desta forma, o consumo de produtos quimicos (especialmente
solventes), energia, espaco e tempo. As B-hidroxiamidas séo intermediarios sintéticos
que podem ser empregados como blocos construtores quirais na sintese de
ingredientes farmacéuticos ativos, polimeros, heterociclos, etc. Neste trabalho, foram
realizadas triagens com 3 diferentes classes de enzimas para serem utilizadas nas
reacdes em cascata, sendo: 13 nitrila hidratases disponiveis comercialmente, 7
cetorredutases sendo 4 de células integras de microrganismos (Bacillus cereus,
Lysinibacillus boronitolerans, Saccharomyces cerevisiae e MLH 15) e 3 enzimas
isoladas disponiveis comercialmente (Horse Liver, Recombinante e Saccharomyces
cerevisiae) e 9 w-transaminases sendo 5 expressas heterologamente (Aspergillus
terreus, Chromobacterium violaceum, Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria pomeroyi
e Vibrio fluvialis) e 4 enzimas isoladas comerciais (Aspergillus terreus, Aspergillus
fumigatus, Neosartorya fischeri e Penicillium chrysogenum) com a finalidade de
investigar a atividade e estereosseletividade dessas enzimas frente aos compostos
de interesse deste projeto. Nas triagens com nitrila hidratases, 4 enzimas
apresentaram grande potencial para catalisar a conversdo dos substratos
benzoilacetonitrila, rac-3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila e rac-3-amino-3-
fenilpropanonitrila nas amidas correspondentes com conversées que variaram de 86
- >99%. Nao foi observada estereosseletividade para as enzimas nitrila hidratases. As
conversbes e ee dos microrganismos contendo cetorredutases com o substrato
benzoilacetonitrila foram de 5 - 26% e 87 - 92%, respectivamente, com formacao
predominante do enantibmero (S). Porém, a enzima cetorredutase isolada e
recombinante apresentou conversdo e ee >99 do enantibmero (S). Também foi
realizado um ensaio com 0 microrganismo Bacillus cereus e a cetorredutase
recombinante frente ao substrato 3-oxo-3-fenilpropanamida e nenhuma conversao foi
observada. Em relacdo as w-transaminases expressas heterologamente e as enzimas
isoladas nenhuma converséo foi observada frente ao substrato benzoilacetonitrila e 3-
oxo-3-fenilpropanamida. Entretanto, como algumas enzimas nitrila hidratases haviam
demonstrado grande potencial para a catalise dos trés substratos citados acima e uma
cetorredutase recombinante também havia apresentado excelente converséo e ee, 0
composto (S)-3-hidroxi-3-fenilpropanamida pode ser obtido de duas formas diferentes
de reagbes em cascata a partir da reacdo de reducdo/hidratacdo do substrato
benzoilacetonitrila. Na abordagem de reacbes em cascatas multienzimaticas
simultanea a conversdo foi de 83% e ee >99% e na abordagem de reacdes em
cascatas multienzimaticas sequencial a conversdo foi de >99% e ee >99% em
condi¢cdes ambientalmente amigaveis de reacdo e eliminando etapas de extracdo e
purificacdo do intermediario. Portanto, essas metodologias mostraram-se promissoras
para o desenvolvimento de um processo sustentdvel visando a obtencdo de
compostos versateis com elevada pureza enantiomérica.

Palavras-chave: reacdes em cascata, f-hidroxiamida, estereosseletividade



ABSTRACT

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

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

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

aminoalcoois®!4, heterociclos'>16, polimeros!’-?°, etc.

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

: o o :
: NH, :
: o o OH :
: OH 2 ~CN :
. o .
: £ 9 :
5 0 : & s 5
: OH O 7 KRED OH O :
: Nitril CN :
E . OH itrilase NHase * NHZ E
P8 . L 4 :
: f‘/ & o, 5
» Jé\ .7 "
: % g :
. | (] :
: CN :
: * OH z * :
: NH, O :
: 7 5 :
: . NH, :

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

analogos.82!

Entretanto, os procedimentos tipicos de reducdo assimétrica de cetonas pro-
quirais para a sintese de alcoois e formacdo de aminas primarias e a hidratacéo de
nitrilas para a obtencdo de amidas primérias apresentam caracteristicas pouco
atrativas do ponto de vista sustentavel*® 1516 2229 como, por exemplo, reacdo sob
alta pressao, uso de catalisadores metalicos (recursos nao-renovaveis), atmosfera
inerte, etapa de purificacdo, geralmente excesso enantiomérico (ee) <99% e

possibilidade de contaminacéo do farmaco com tragcos de metais pesados.3%31

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

r 2
CF3

(Fluoxetina)

[o] OH

©)J\/CN KRED _ ©)NCN - -
1 NAD(P)H NAD(P)* ©/\/\NHMe

co-produto co-substrato (Atomoxetina)
Regeneragdao doador - H

do cofator
H3C0©

NHMe

”’%j

mQ

L (Nisoxetina)

Fonte: Adaptado de (HAMMOND, et al, 2007)%*

Sendo assim, grandes esforcos vém sendo realizados para a obtengdo dessa
classe de compostos. Xie e colaboradores?® obtiveram o composto (S)-3-hidroxi-3-
fenilpropanamida (S)-4 por meio de hidrogenag¢do assimétrica do precursor 3-0x0-3-
fenilpropanamida (2) utilizando iridio como catalisador sob pressao de 15 atm e
atmosfera inerte com 20 horas reacionais e ee 98%. Wessjohann e colaboradores?®
sintetizaram o composto 4 em sua forma racémica via reacdo de Reformatsky
catalisada por cromo sob atmosfera inerte. Gonzalez-Fernandez e colaboradores'>16
obtiveram o composto 4 utilizando o substrato 1 em um processo one-pot com

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

apropriadas para a obtencéo de amidas secundarias e terciarias.33

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

conhecidas®® onde as reacdes ocorrem em cascatas catalisadas por enzimas.

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

consideravel reducéo na geracédo de residuos e consumo de energia.3%4°

As reacdes em cascata sédo consideradas uma abordagem promissora para a
sintese sustentavel de compostos que requerem mais de uma etapa de reacéo3>4?,
pois evitam a extracao e purificacdo de intermediarios sintéticos. Dessa forma, ha uma
reducdo significativa na geracdo de residuos e custos para a indastria®?,
consequentemente, o consumo de produtos quimicos (especialmente solventes),

energia, espaco e tempo é diminuido.3435
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As reacbes em cascata podem ser classificadas de acordo com varios
parametros, como, por exemplo, nimero de etapas, niumero de catalisadores, tipos
de catalisadores, tipos de reacgdes redox, tipos das reacdes quimicas em cada etapa,
etc.*?2 Todas essas requerem mais de um catalisador. No entanto, ha trés tipos de
reacoes em cascata que utilizam somente um catalisador, que sao: (l) as reacdes
domindé em que a reacdo € iniciada por um catalisador e as etapas subsequentes
ocorrem espontaneamente, (1) reacdo sequencial catalisada, como, por exemplo, a
enzima multifuncional policetideo sintase, sendo que quando dois ou mais
catalisadores adicionados em tempos diferentes da reacéo também é conhecida como
reacao sequencial e (lll) reacdo em cascata em que o substrato tem diferentes
funcionalizagbes que podem ser transformadas pelo mesmo catalisador mais de uma

vez.*2 Para maiores discussdes, ver referéncias 34:35:41:43-48

Neste trabalho, definimos as reacfes como sendo em cascata simultanea ou
sequencial. O que as diferem é o0 momento em que um segundo (bio)catalisador é
adicionado na reacdo. Dessa forma, o parametro utilizado para classificar esse tipo
de cascata é o parametro cronoldgico.*? Na Reacdo em Cascata Simultanea, a adicédo
de todos os reagentes e (bio)catalisadores ocorrem no instante inicial da reacdo. Na
Reacdo em Cascata Sequencial o segundo (bio)catalisador € adicionado somente
quando o primeiro estagio atinge sua completude.3®42 O fato é que, adicionando todos
os reagentes e (bio)catalisadores no inicio da reacdo ou ndo, ambas abordagens

apresentam as mesmas vantagens relevantes citadas acima.3®

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

biolégicas.

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

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

detalhes de cada enzima.

1.1. Nitrila Hidratase (NHase)

A enzima NHase, classificada pela Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular (IUMBM) como EC 4.2.1.84, € uma metaloenzima que pode conter

grupo ferro ndo-heme (Fe3*) e cobalto ndo-corrindide (Co*) como grupos prostéticos

no centro catalitico (Figura 1). Estes grupos prostéticos variam com as espécies de

microrganismos e definem se a enzima sofrera ou ndo foto-ativacdo®2. O fendmeno

da foto-ativacdo ocorre somente com a enzima NHase do tipo ferro que necessita de

luz para desempenhar sua atividade catalitica, ap0s ocorrer a quebra da ligacao do

6xido nitrico (NO) com o ion metdlico Fe3* e ser trocado por uma molécula de agua

ou fon hidréxido (dependendo do pH).>?

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

Fe3*

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

Co3*

A enzima NHase é responsavel por catalisar a rea¢do de hidratacédo da nitrila

na amida correspondente sem a formacao de acido carboxilico, conforme apresentado

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

NHase O

R—=N
o RO

R” “NH,

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

Muitos esforcos vém sendo realizados para a elucidacdo do mecanismo da
enzima NHase (Esquema 4). Hopmann®3 em 2008 mostrou que na primeira etapa da
catélise ocorre a formacdo de um intermediario ciclico a partir de um ataque
nucleofilico do &tomo de oxigénio de C-SO- ao substrato coordenado com o metal. Em
2016, Kayanuma e colaboradores® concluiram que o aminoécido arginina (BR56), é
essencial para a formacao da ligacéo dissulfeto devido a formacgéo de uma ligacao de
hidrogénio com o &tomo de oxigénio da estrutura ciclica. Dessa forma, desempenha
papel fundamental na atividade catalitica da enzima. Entretanto, algumas etapas
ainda sao pouco conhecidas, como, por exemplo, a formagéo do produto amida e a

regeneracdo do sitio ativo da enzima.>*

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

NHase
Tirs Tirgr~g
! H
Tirz2.§ Tirrzo§
H CH H
y [l Argss Y %HC’ Argsg
@) L |
i ‘\ _HNH G _HNH
Voo o7 Ataque ’}l/o\ 7
i Nucleofilico ' /< O
H —_— i
! - 1 -
Serys N///,,, | ‘\\\\\N Serys N///,, :‘\\\\\N
O‘ Fe O‘ Fe
v | W v | o)
Cisqry ‘S |» S H/O\H Cisiry 48 | S H” H
5 _ Cisqqs o S TCisyy
Cisqq9 Cisqq9
Intermediario 1
Tir37\o
H

Formacao da
Ponte Dissulfeto

Formagéao do
acido imidico
Estado de
Transigao 4

Intermediario 4

Produto

Fonte: Adaptado de (KAYANUMA et al, 2016)>*

| Argse

Argsg
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A aproximacdo de uma molécula de agua junto ao aminoacido C114, leva a
formacéo do intermediario 4 e, posteriormente, o a&tomo de enxofre do aminoéacido
C114 sofre um ataque nucleofilico do oxigénio da molécula de agua, resultando na
formacao do &cido imidico (Intermediario 5). A formacgédo da ligacdo S-O do residuo
Cl14 e a dissociacdo da ligacdo S-S entre os residuos C109 e C114 ocorrem
simultaneamente. Apos a formacdo do intermediario 5, ocorre a isomerizacao do
mesmo para o produto amida. Esta etapa é catalisada pelo &cido sulfénico do residuo
C114-SOH que envolve transferéncia de protons do oxigénio do acido imidico para a
C114-SOH e da C114-SOH para o nitrogénio do acido imidico. Quando uma nova
molécula de agua se aproxima do sitio ativo, ocorre a dissociacdo do produto amida
do ion metalico. A coordenacdo da molécula de dgua com o ion metélico se da em
trés etapas sequenciais de transferéncia de préton: C114-SOH — molécula de agua
coordenada — S113 — Y72, resultando na restauracdo da estrutura inicial do sitio

ativo da NHase.>*

1.2. w-Transaminases (w-TA)

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

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

Figura 2: Representacao estrutural de uma w —transaminase

Fonte: Protein Data Bank (estrutura 4BA5)

As w-transaminases sdo dependentes de PLP (piridoxal-5-fosfato) como
cofator e catalisam a aminacéo redutiva de carbonilas ceténicas ou aldeidicas®®°’

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

: )(i o-TA )N\Hz o o _H :
: tampao  _OH .
: " " " . P/ :
: R R R R HO™ ~O | o :
: aceptor amino produto :
: PLP PMP PLP N/ :
L} + + H
E NH, j\ 9 oH NH,
: R)\R‘ R” R Ho "o |\ OH E
i doador amino co-produto PMP N/

Fonte: Adaptado de (KOSZELEWSKI, et al, 2010)>’

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

positiva, sendo liberado o produto feniletilamina.



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

1.3. Cetorredutase (KRED)

A cetorredutase (KRED) (Figura 3) pertence a classe das oxidorredutase (EC
1.1.1.1), também s&o conhecidas por alcool desidrogenase ou carbonila redutase e
sdo dependentes dos cofatores NAD(P)*/NAD(P)H, (fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina) ou FAD+/FADH (dinucleotideo de flavina e adenina).



Figura 3: Representacao estrutural de uma cetorredutase

Fonte: Protein Data Bank (estrutura 4RF4)

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

Esquema 7: Reacéo geral para obtencdo de alcoois a partir de cetonas

Regeneragao doador - H
do cofator

: 0 OH
: L KRED P
* R7°R' R” "R
E NAD(P)H NAD(P)* :
E co-produto co-substrato E
: .

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

Na primeira etapa do mecanismo o ion metélico Zn?* se complexa com o
oxigénio da carbonila do substrato e o0 mesmo fica com carga parcial positiva (A).
Desta forma, o &tomo de oxigénio torna-se mais eletrofilico e retira mais densidade
eletrbnica do carbono carbonilico. Sendo assim, a carga parcial positiva no &tomo de
carbono fica ainda maior, tornando mais eletrofilico e, portanto, ficando mais
suscetivel ao ataque nucleofilico do cofator NAD(P)H. Na segunda etapa da reacéao,
o par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio presente no cofator NAD(P)H se desloca
no anel, formando uma ligacao dupla para manter a aromaticidade e liberar o hidreto
que faz um ataque nucleofilico no carbono carbonilico do substrato reduzindo ao
alcoxido (B). Na ultima etapa o anion alcéxido é protonado por uma molécula de agua

complexada ao Zn?* (C), formando o &lcool como produto final da reacéo.



El

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

enantiosseletiva de reducéo assimétrica da carbonila possa evoluir.

Esquema 8: Proposta mecanistica para a reducao carbonila

A
H,O0. Cys o
Zn~=Cys
NAD(P)+ s I
H 4O R™ R
|
NAD(P)H fi H2O
]
R
H 0 Ovs R_ _o. .Cys

Zn—=Cys \'// Zn=Cys
b \ s
H

Etapa de reciclo d | R HT
tapa de reciclodo _~ NH, w. B
cofator s | 12 ] 2
N R. o .Cys &
R ,>/ “Zn==Cys N
R H ‘\ R
OH A 0 J
R/l."H = NH2 ‘_/
R |
H>0 N
R
C

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



2. OBJETIVOS

- Avaliar o potencial catalitico das enzimas NHase, o-TA e KRED frente aos substratos

de interesse deste projeto para futuramente explorar um escopo maior de substratos;

- Obter de forma enantiosseletiva os compostos 3-hidroxi-3-fenilpropanamida (4) e 3-
amino-3-fenilpropanamida (6) utilizando reacfes em cascata multienzimaticas
utilizando as enzimas KRED/NHase e o-TA/NHase, respectivamente (Esquema 9), a

partir de reacdes de reducao/hidratacao do substrato benzoilacetonitrila (1).

Esquema 9: Possibilidades de reacfes em cascata multienziméticas visando a
obtencéo dos blocos construtores 4 e 6
NH,0 NHase

NH,
@)\/uNHZ‘— @)\,CN
2.

6 5 ‘\/\v

y
& ﬁi
OH O NHase OH (o 3] i NH;O

B g
(2]
4

Fonte: Autor, 2018
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Consideracdes Gerais

3.1.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de
Carbono (RMN de H e 13C)

Os espectros de RMN de H e 13C foram registrados no espectrometro Bruker
Fourier 300 (Bo 7,05 T) na frequéncia de 300,19 MHz para o nucleo de hidrogénio e
75,5 MHz para o nucleo de carbono. As analises de RMN foram realizadas no Instituto
de Quimica de Araraquara (IQAr/UNESP).

Os sinais de deslocamentos quimicos (8) de hidrogénio foram registrados em
ppm utilizando como padrao interno tetrametilsilano (TMS, & = 0,00) e padrao externo
CDCI3 (6 = 7,26) e os sinais de deslocamentos quimicos de carbono foram registrados
em ppm, utilizando como referéncia externa CDCl3 (& = 77,0). Para os deslocamentos
quimicos de hidrogénio de CD30OD-q¢* foram registrados em 3,30 e 4,78 ppm e para
carbono 49,0 ppm. Para os deslocamentos quimicos de hidrogénio de DMSO-4° foi

registrado em 2,49 ppm e para carbono 39,7 ppm.

As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais
foram caracterizados como: dupleto (d), duplo dupleto (dd), duplo dupleto duplo (ddd),
tripleto (t), multipleto (m), simpleto (s), simpleto largo (sl). As interpretacdes dos
espectros de RMN de 3C foram realizadas com auxilio da técnica DEPT135°
(Distortionless Enhancement by Polarization Tranfer), sendo CHs/CH = sinal positivo

(+), CH2 = sinal negativo (-) e Co = carbono quaternério (intensidade nula).

3.1.2. Métodos Cromatograficos

As analises cromatograficas em camada delgada (CCD) para monitoramento
das reacdes foram realizadas utilizando-se de cromatoplacas de silica gel 60
Macherey Nagel com indicador fluorescente UV2s4 (20 x 20 cm) sobre suporte de
aluminio. A revelacdo dos compostos nas cromatoplacas foi feita com auxilio do
espectrofotometro Solab com irradiagao no ultravioleta com comprimento de onda (A)
de 254 e 364 nm e pulverizagcdo com p-anisaldeido e subsequente aquecimento a 300

°C com soprador térmico.

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas com silica gel Kiesegel DF Riedel-deHaén com 0,75 mm de espessura
sobre placa de vidro (20 x 20 cm).
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Na purificacdo do composto 3-amino-3-fenilacrilonitrila por DSC (cromatografia
flash em silica seca) utilizou-se silica gel 230-400 mesh da marca Macherey Nagel

com gradiente de eluicdo em heptano/acetato de etila.

As andlises por Cromatografia Gasosa Acoplada ao Detector de lonizacao de
Chama (GC-FID) foram realizadas no Milagre Lab, utilizando-se o cromatégrafo
gasoso Shimadzu — Modelo GC-2010 Plus equipado com injetor automatico AOC —
20i e acoplado a um detector de ionizacdo de chama. Para as analises de rotina
utilizou-se coluna capilar de silica fundida Restek RTX®-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
pMm, 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano) coluna A. O cromatografo operou com fluxo
constante de gas Hz de 1,17 — 1,22 mL/min, com temperatura no injetor de 260 °C e
no detector de 280 °C. As programacodes de temperatura utilizada estao descritas na
Tabela 1. O volume de injecdo das amostras foi de 1 pL na concentragdo de 0,5 -1,0
mg/mL no modo Split (100:1)

As analises por GC-FID com coluna quiral para determinacdo dos excessos
enantioméricos (ee) dos compostos foram realizadas utilizando-se a coluna
Hydrodex® B-3P (25 m x 0,25 mm x 0,25 um) (coluna B) e Lipodex® E (25 m x 0,25
mm x 0,25 ym) (coluna C) ambas da marca Macherey Nagel. O volume das injecbes
para ambas as colunas quirais foram de 1 pL na concentracdo de 0,5 — 1,0 mg/mL no
modo split (100:1). As programacdes de temperatura utilizadas sdo descritas na
Tabela 1. Os valores de conversdo e excesso enantiomérico (ee) foram calculados
pelas analises em CG-DIC baseando-se nas areas dos compostos, segundo as

equacdes abaixo:

conv.(%) = (A produto/ A substrato + A produto) X 100% ee(%) = (A maior — A menor)/(A maior + A menor) X 100%

As analises por GC-MS foram realizadas no Laboratério Multiusuario | de
Analises Quimicas do Instituto de Quimica de Araraquara (IQAr/UNESP), utilizando-
se um cromatografo gasoso Agilent - Modelo 7890B acoplado a um espectrémetro de
massas — Modelo 5977A cuja fonte de ionizacdo por elétrons opera com energia de
ionizagao de 70 eV. O espectrometro de massas operou na faixa de m/z 45-500. Para
0 GC-MS foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm

x 0,25 pym, 5% fenil-metilsiloxano). O cromatografo operou com fluxo constante de gas



He de 1 mL/min, temperatura no injetor de 260 °C e de interface de 280 °C. As injecdes
das amostras foram de 1 pL na concentragédo de 0,5 — 1,0 mg/mL. A programacéo da
temperatura para as andlises é a mesma utilizada nas andlises de rotina com a coluna

Restek RTX®-5, isto é, os trés métodos descritos para a coluna A.

Tabela 1: Programacéo da temperatura para a coluna A, B e C.

- 155 5
(S)-3 18,5
C 1 165 0 30,50
(R)-3 19,2
30 180 15
- 170 2 (R)-4 28,6
C 32,00
2 180 25 (S)-4 29,3
- 155 5
11,7
C 1 165 0 25,50 5
12,5
30 180 10
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3.1.3. Espectroscopia naregido do infravermelho

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrometro Bruker modelo Vertex 70 com transformada de Fourier, absorvendo na
regido 400 a 4000 cm! por meio de reflexdo total atenuada em cristal diamante (ATR).

3.1.4. Ponto de Fuséo
As medidas de ponto de fus&o foram realizadas em um equipamento MQAPF-

302 Microquimica equipamentos Ltda.

3.1.5. Enzimas, Plasmideos e Microrganismos

O kit comercial de NHase foi adquirido junto a empresa Prozomix®. As enzimas
o-TA comerciais foram adquiridas junto a empresa Sigma-Aldrich® e sé&o
pertencentes aos seguintes microrganismos: Aspergillus terreus, Aspergillus
fumigatus, Penicillium chrysogenum e Neosartorya fischeri. Cinco plasmideos
contendo genes sintéticos de linhagens selvagens de w-TA também foram utilizados
e foram fornecidos pelo Prof. Dr. Uwe Bornscheuer do Departamento de Biotecnologia
e Catalise Enzimética do Instituto de Bioquimica da Universidade de Greifswald —
Alemanha. A manutencdo dos plasmideos foi realizada pela MSc. Iris dos Santos
Teixeira, deste grupo de pesquisa. Os plasmideos que codificam w-TA (R)-seletivas
sdo provenientes dos microrganismos A. terreus e Mycobacterium vanbaalenii e os
que codificam w-TA (S)-seletivas sdo provenientes dos microrganismos
Chromobacterium violaceum, Ruegeria pomeroyi e Vibrio fluvialis JS17. Os
microrganismos utilizados contendo KRED sédo: Bacillus cereus, Lysinibacillus
boronitolerans e MLH 15 e sao provenientes da colecdo de microrganismos do Milagre
Research Group. Além destes, também foi utilizada a levedura Saccharomyces
cerevisiae do tipo Il adquirida junto a empresa Sigma-Aldrich®. As enzimas isoladas
de KRED s&o provenientes de horse liver, S. cerevisiae e recombinante e também

foram adquiridas junto a empresa Sigma-Aldrich®.

3.1.6. Reagentes e Solventes
Os solventes, reagentes e o substrato benzoilacetonitrila foram adquiridos junto

a empresa Sigma-Aldrich®(Merck)
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3.1.7. Meio de Cultura

O meio de cultivo utilizado foi o Nutrient Broth (NB) adquirido junto & empresa
Acumedia.
3.1.8. Solucdo Tampéo

Utilizou-se solucdo tampao fosfato (PBS) pH 7; 100 mM; 39 mL NaH2POa4
(0,2M) e 61 mL Na2HPOa4 (0,2M); g.s.p. 100 mL; com adicdo de 5 g de D-glicose
3.1.9. Esterilizacao

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave da marca Phoenix
Lufferco a 121 °C e 1,0 Kgf/cm? por 15 minutos e para o descarte dos microrganismos

por 45 minutos.

3.1.10. Manipulagdo dos microrganismos
O repique dos microrganismos, as transferéncias de células e retirada de
aliquotas para monitoramento de reacdes foi realizado no fluxo vertical previamente

esterilizado com EtOH 70% e luz UV por 15 minutos.

3.1.11. Experimentos com microrganismos
Os experimentos com microrganismos foram realizados em incubadora

refrigerada com agitacdo orbital da marca Tecnal, a 115 rpm e 28 °C.

3.1.12. Outros

A sintese do composto 3-amino-3-fenilacrilonitrila foi realizada sob atmosfera
de Nz, vidraria pré-seca em estufa por 12 horas e, posteriormente, em soprador
térmico e armazenada no dessecador para resfriamento. A peneira molecular 4 A foi
ativada na mufla a 400 °C por 4 horas, sendo posteriormente armazenada no

dessecador.
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3.2. Metodologias para as Sinteses e Dados Espectroscopicos dos Compostos

3.2.1. Sintese do composto 3-oxo-3-fenilpropanamida (2)%*

Em um balédo de fundo redondo de 25,0 mL, adicionou-se 1 (145 mg; 1 mmol)
e CH2Clz anidro (4,0 mL; 5,32 g; 63 mmol). Apés completa solubilizagdo do substrato
1, gotejou-se H2S0498% (1,7 mL; 3,128 g; 32 mmol) sob agitacdo magnética suave
em temperatura ambiente. Em seguida, a solugéo reacional foi mantida sob agitacao
magnética vigorosa em temperatura ambiente por 6 horas. Logo apoés, foi neutralizada
com NaOH 10 M a 0 °C e extraida com AcOEt (3 x 10 mL) (30 mL; 27,06 g; 307 mmol).
As fases organicas foram combinadas e lavadas com solucéo saturada de cloreto de
sédio (NaClg). Adicionou-se a fase organica MgSO4 anidro e procedeu-se a filtracédo
por gravidade, utilizando papel de filtro pregueado. O produto bruto foi purificado por
CCDP (eluente: heptano/AcOEt 3:7). Nessas condicdes, o Rf encontrado foi: 1 =0,78
e 2 = 0,26. Apo6s purificacdo, obteve-se um rendimento de 40 %. O produto
apresentou-se como um soélido amorfo de cor bege claro. A faixa de fusdo foi igual
109-111 °C.

O O 3-oxo-3-fenilpropanamida (2). FM: CoHoNO2. MM: 163 g-mol;
] A \y, Solido bege claro; GC-FID: tr = 4.4 min (Restek®); EM (IE, 70
*2 "2 ev) miz (abundancia relativa %): 120 (35), 105 (100) e 77 (65)

7 9

IV — (v max) (cm’) 3419, 3187, 1675, 1632; RMN de 'H —
(300,19 MHz, CDCl3) & 3,99 (s, 2H, H2), 5,71 (sl, 1NH), 7,17 (s,
1NH), 7,38 — 7,56 (m, 3H, H6, H7e H8), 7,96 -8,05 (m, 2H, H4 e
H9); (enol, CDCls): 5,57 (s, 1H, H2), 14,24 (s, 1H, OH); RMN de
13C — (75,5 MHz, CDCl3) & (ppm): 45,0 (CH2, C2), 128,6; 128,9
(CH, C5, C6, C7 e C8), 134,2 (CH, C9), 136,1 (Co, C4), 168,1
(Co, C1), 195,7 (Co, C3)

3.2.2. Sintese do composto rac-3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila (rac-3)464

Em um baldo de 25 mL, adicionou-se 1 (73 mg; 0,5 mmol) e EtOH grau HPLC
(5 mL; 3,945 g; 86 mmol) a 0 °C. Apos completa solubilizacdo de 1, adicionou-se em
uma unica por¢cdo NaBH4 (62,4 mg; 1,65 mmol). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética vagarosa com retorno gradual a temperatura ambiente por 30
minutos. A reagao foi monitorada por CCD, utilizando como fase movel CH2Clz/n-
hexano/AcOEt (4:1:1). Nessas condi¢des, o Rf encontrado foi: 1 = 0,78 e rac-3 = 0,60.
O solvente da reacao foi evaporado no rotaevaporador sob presséo reduzida e o

residuo contido no baldo suspendido com 5,0 mL de H20 destilada pH 5-6. A fase
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aguosa foi extraida com AcOEt (3 x 15 mL) (45 mL = 40,59 g; 461 mmol). As fases
orgéanicas foram combinadas e secas sob MgSO4 anidro, filtradas por gravidade com
papel de filtro pregueado e evaporadas em rotaevaporador, fornecendo um o0leo
viscoso de cor amarela. Obteve-se conversédo >99% e rendimento de 84%.

, OH rac-3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila (rac-3). FM: C¢HoNO; MM:
6 4 ?N 147 g-mol?; 6leo viscoso amarelo; GC-FID: tr = 16.8 min
. o 2 (Restek®); tr-(R) = 19.2 min e tr-(S) = 18.5 min (Lipodex E.);
8 [a]3l= -27,7 EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %) EM -

miz (%) 147 (8), 129 (8), 107 (100), 105 (26) 79 (86), 77 (72),
51 (27); IV = (v max (cm™Y); 3421, 2254, 3066, 3033, 2984, 2935,
206, 1636; RMN de H — (300,19 MHz, CDCl3) & (ppm) 2,47 (d,
J=3,3 Hz, 1H, OH), 2,77 (d, J = 6,2 Hz, 2H, H2), (m, J =3,3 € 6,2
Hz, 1H, H3), 7,31 — 7,39 (M, 5H, H5, H6, H7, H8 e H-9); RMN de
13C — (75,5 MHz, CDCl3) & (ppm): 27,9 (CHz, C2), 70,2 (CH, C3),
117,2 (CN, C1), 125,5 (CH, C5 e C9), 128,9 (CH, C6 e C8), 129,0
(CH, C7), 140,9 (Co, C4)

3.2.3. Sintese do composto rac-3-hidroxi-3-fenilpropanamida (rac-4)8

Em um baldo de 5 mL, adicionou-se rac-3 (85 mg; 0,578 mmol) e DMSO (580
ML; 638 mg; 8 mmol). Apds completa solubilizacdo de rac-3, adicionou-se H202 35%
(190 pL; 275 mg; 8 mmol) e K2COs3 (23,8 mg; 0,172 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética por 6 horas. Logo apés, adicionou-se 1,0 mL de H20
destilada e procedeu-se a extracdo com AcOEt (3 x 2,0 mL) (6 mL; 5,412 g; 61 mmol)
Obteve-se conversao >99% e rendimento bruto acima do teérico, devido a um éleo
amarelo extraido junto com produto. O produto bruto foi purificado por CCDP
utilizando como fase movel AcOEt 100%. O Rf de rac-4 foi de 0,23. Apos purificacao,
o rendimento foi de 14% e o produto se apresentou como um sélido branco com faixa
de fusdo de 120-121 °C.

OH O rac-3-hidroxi-3-fenilpropanamida (rac-4). FM: CoH11NO2; MM:
] > 4 NH 165 g-mol? ; sélido branco; GC-FID: tr = 7.7 min (Restek®); tr-
, 93 2 2 (R) = 28.6 min e tr(S) = 29.2 min (Lipodex E.); [a]3'= -49,7 EM

(IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 51 (42), 59 (95), 63 (7),
77 (100), 91 (10), 105 (61), 120 (20), 131 (29), 146 (69), 165 (31);
IV — (v max) (cm); 3378, 3301, 3176, 3057, 3032, 2919, 2852,
1620; RMN de 'H - (300,19 MHz, CD30OD-¢*) d (ppm): 1,29 (s,
1H, OH), 2,47 — 2,69 (ddd, J = 4,8, 8,7 e 14,4 Hz, 2H H2), 5,00
(dd, J = 4,8 e 8,7 Hz, 1H, H3), 7,21 — 7,43 (m, 5H, H5, H6, H7,
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H8 e H9); RMN de C - (75,5 MHz, CD3OD-4¢*) & (ppm): 44,6
(CHz, C2), 70,5 (CH, C3), 125,4 (CH, C5 e C9), 127,1 (CH, C6 e
C8), 127,9 (CH, C7), 143,9 (Co, C4), 175,0 (Co, C1)

3.2.4. Sintese do composto rac-3-amino-3-fenilpropanonitrila (rac-5)

Primeira etapa:®’ Formacéao do intermediario 3-amino-3-fenilacrilonitrila

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de 25,0 mL, adicionou-se 1 (145
mg; 1 mmol) e NH40Ac (786 mg; 10 mmol). Adicionou-se ao baldo, o solvente
composto por 1 mL de CHsCOOH glacial (1,05 g; 17 mmol) em 5 mL de benzeno (4,38
g; 56 mmol) e 4 esferas de peneira molecular previamente ativada. Essa mistura
reacional foi agitada sob refluxo e atmosfera de N2 por 4,5 horas. A reacéo foi
monitorada por GC-FID. (O monitoramento por CCD também € vidvel uma vez que o
revelador quimico p-anisaldeido revela com grande intensidade o produto e néo revela
o material de partida). Ao término da reagéo, deixou-se a mistura reacional retornar a
temperatura ambiente naturalmente. Em seguida, evaporou-se o solvente e o residuo
foi suspendido com 15 mL H20 destilada pH 8. Extraiu-se a fase aquosa com AcOEt
(3 x 15 mL) (45 mL; 40,6 g; 461 mmol). As fases orgéanicas foram combinadas e
lavadas com solucdo saturada de NaCl. Apdés isso, as fases organicas foram secas
sob MgSOa anidro, filtradas por gravidade com papel de filtro pregueado e o solvente
evaporado em rotaevaporador, fornecendo 135 mg de um sdlido alaranjado. Obteve-

se conversao >99% e rendimento de 94%.

s NH, 3-amino-3-fenilacrilonitrila. FM: CoHsN2; MM: 144 g-mol*; sélido
6 AN <13N alaranjado; GC-FID: tr = 7.2 min (Restek®); EM (IE, 70 eV) m/z
, . 2 (abundancia relativa %): 144 (100), 129 (22), 117 (98), 104 (40),
5 89 (21), 77 (44), 51 (47) IV = (V max) (cmt): 3444, 3353, 3240,

2182; RMN de H — (300,19 MHz, CDCls) & (ppm) 4,25 (s, 1H,
H2), 4,74 — 5,20 (s, 2 NH), 7,37 — 7,54 (m, 5H, H5, H6, H7, H8
e H9); RMN de 13C - (75,5 MHz, CDCI3) d (ppm): 63,9 (CH2, C2),
119,6 (CN, C1), 126,1 (CH, C5 e C9), 129,1 (CH, C7), 131,1 (CH,
C6 e C8), 135,5 (Co, C4), 161,6 (Co, C3)

Sequnda etapa:®8

Em um baldo de 10 mL, adicionou-se o substrato 3-amino-3-fenilacrilonitrila
(166mg; 1,15 mmol), EtOH HPLC (3 mL; 2,367 g; 51 mmol), NaBH3CN (81,6; 1,3
mmol) e 3 pL do indicador verde de bromocresol 0,5% em EtOH grau HPLC. O balao
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foi hermeticamente fechado com septo e, com auxilio de uma seringa de vidro,
gotejou-se HCl 37% em EtOH grau HPLC (1:1) até a obtencdo de cor amarela
permanente. (Atencdo: nesta etapa héa liberacdo de HCN, sendo necesséario
utilizar borbulhador com solugcdo NaOH 10 M para capturar este gas
extremamente toxico. Além disso, a reacdo deve ser realizada na capela de
exaustdo e com uso de sensor de HCN). A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo magnética em temperatura ambiente por 3 horas. A reacdo foi monitorada
por CCD, utilizando eluente: heptano/AcOEt 1:1. Nessas condi¢cdes o Rf encontrado
foi: 3-amino-3-fenilacrilonitrila = 0,48 e rac-5 = 0,31. Para confirmar o término da
reacdo, a placa de CCD foi revelada com solucdo de p-anisaldeido, pois revela
somente o substrato e pdde ser observado que ndo havia resquicio algum de
substrato. Evaporou-se o solvente da reacao no rotaevaporador sob pressao reduzida
e a massa bruta contida no baldo foi suspendida com 20 mL de H20 destilada pH 11.
Adicionou-se solucdo saturada de NaCl a fase aguosa e a mesma foi extraida com
AcOEt (3 x 20 mL) (60 mL; 54,12 g; 614 mmol). As fases organicas foram combinadas
e lavadas com solucéo saturada de NaCl. Posteriormente, foram secas sob MgSOa4
anidro, filtradas por gravidade com papel de filtro pregueado e o solvente evaporado
em rotaevaporador, fornecendo 149 mg de um 6éleo viscoso amarronzado. Obteve-se

conversao >99% e rendimento de 89%. Nao foi necessaria uma etapa de purificacao.

; NH, rac-3-amino-3-fenilpropanonitrila (rac-5). FM: CoHioN2; MM: 146
6 47 ?N g-mol?; éleo viscoso marrom; GC-FID: tr = 11.7 min (Restek®);
, . tR-enantiomeros = 11.7 € 12.5 min (Lipodex E.); EM (IE, 70 eV) m/z
8 (abundancia relativa %): 145 (3), 129 (9), 106 (100), 104 (31), 79

(62) 77 (45) 51 (17) IV — (v max (cmY); 3365, 3301, 3187,2211;
RMN de H - (300,19 MHz, CDCls) & (ppm) 1,79-1,83 (s, 2H, 2
NH), 2,59 — 2,76 (t, J = 6 Hz, 2H, H2), 4,31-4,38 (dd, J= 5,7 € 6
Hz 1H, H3), 7,28 — 7,42 (m, 5H, H5, H6, H7, H8 e H-9); RMN de
13C = (75,5 MHz, CDCls) & (ppm): 28,5 (CHz, C2), 52,7 (CH, C3),
117,9 (CN, C1), 125,9 (CH, C5 e C9), 128,3 (CH, C7), 128,9 (CH,
C6 e C8), 142,1 (Co, C4)

3.2.5. Sintese do composto rac-3-amino-3-fenilpropanamida (rac-6)5?
Em um baldo de fundo redondo de 10,0 mL, adicionou-se rac-5 (48 mg; 0,328
mmol) e CH2Clz2 anidro (~ 1,3 mL; 1,729 g; 20 mmol). Apos completa solubilizacdo de

rac-5, gotejou-se H2SO4 98% (558 pL; 1,027 g; 10 mmol) sob agitacdo magnética
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suave em temperatura ambiente. O baldo se encontrava hermeticamente vedado com
septo. Em seguida, a solucdo reacional foi mantida sob agitacdo magnética vigorosa
em temperatura ambiente por 4 horas. A reacdo foi monitorada por GC-FID.
Adicionou-se NaOH 10 M a 0 °C até pH 12. Extraiu-se a fase aquosa com AcOEt (3 x
10,0 mL) (30 mL; 27,06 g; 307 mmol). O pH foi corrigido a cada extracdo. As fases
organicas foram combinadas e lavadas com solucdo saturada de cloreto de sodio
(NaCl). Adicionou-se a fase organica MgSOa4 anidro e procedeu-se a filtragdo por
gravidade, utilizando papel de filtro pregueado. O solvente foi evaporado em
rotaevaporador. Obteve-se um sélido branco com filme amarelado adsorvido. A faixa
de fusdo de 114-116 °C. A conversao foi de 99% e o rendimento bruto de 51%. O

produto nao foi purificado.

NH, O rac-3-amino-3-fenilpropanamida (rac-6). FM: CoH12N20; MM:

6 & . NH, 164 g-mol?; sélido branco; GC-FID: tr = 7.6 min (Restek®); tr-
)

7 9 ? enantiomeros = 34.0 € 35.4 min (Hydrodex (-3P); EM (IE, 70 eV) m/z

(abundancia relativa %): 51 (15), 59 (17), 79 (36), 106 (100), 119
(61), 146 (7), 163 (1), 164 (1); IV — (v max) (cm™); 3382, 3281,
3062, 3028, 2923, 2852, 1650, 1642; RMN de 'H - (300,19 MHz,
DMSO.4%) d (ppm): 2,28 - 2,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, 2NH [amina])),
2,48 — 3,48 (m, 2H), 4,13-4,18 (t, J = 6,7 Hz, 1H, H3), 6,77 (s,
1H, 1NH [amida]), 7,13 - 7,64 (m, 7H, H5, H6, H7, H8 e H9); RMN
de 13C — (75,5 MHz, DMSO-¢®) 3(ppm): 45,7 (CH2, C2), 53,0 (CH,
C3), 126,7 (CH, C5 e C9), 126,9 (CH, C7), 128,5 (CH, C6 e C8),
146,9 (Co, C4), 173,2 (Co, C1)

3.3. ReacBes com enzimas isoladas, extratos enzimaticos e células integras

3.3.1. Procedimento geral para triagem das NHases

Em um tubo do tipo Eppendorf de 2,0 mL, adicionou-se tampé&o fosfato de sddio
(1,0 mL; 200 mM) contendo solucéo de elementos tracos de Fe** e Co%* na proporcéo
1000:1; tampao/solucado tragos) e 5 uL de enzima. A solucdo de elementos tracos
consiste na adicdo de CoClz - 6H20 ou FeCl2 - 6H20 em agua destilada (2 mg/500
mL). O tubo de Eppendorf foi colocado em banho de gelo sob luz natural por 1,5 horas.
Em seguida, foi levado ao termomixer a 25 °C e 1000 rpm onde permaneceu por 2
minutos para atingir a temperatura programada. Logo apds, adicionou-se o substrato
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1 ou rac-3 ou rac-5 (1 mg; 6,90; 6,80 e 6,85 mM, respectivamente) solubilizado em
DMSO (100 pL; 110 mg; 1,4 mmol). O tubo de Eppendorf foi incubado nas condi¢des
reacionais acima por 24 horas. Apds o término, a solu¢do aquosa foi extraida com
AcOEt (3x0,5mL) (1,5mL; 1,353 g; 15 mmol). As fases organicas foram combinadas,
secas sob MgSOs anidro e filtradas com algoddo. Evaporou-se o solvente e
suspendeu-se o produto contido no tubo com AcOEt ou EtOH grau HPLC. Analisou-
se via GC-FID.

3.3.2. Procedimento geral para triagem de w-TA (extratos enzimaticos)

Em um tubo do tipo Eppendorf de 2,0 mL, adicionou-se o substrato 1 ou 2 (4.4
mg; 20 mM), DMSO (15 uL; 16,5 mg; 0,2 mmol), 1 mM PLP (15 yL de uma solucao
estoque 0,1 M) e isopropilamina (39 pL; 28 mg; 0,48 mmol). Em seguida, adicionou-
se 0 extrato enzimatico (preparado em tampé&o pH 7,5; 100 mM) g.s.p. 1,5 mL (~ 1,4
mL). Aferiu-se o pH e o0 mesmo estava em 12, sendo corrigido para 7 com HCI 4 M.
Esta solucao reacional foi incubada a 30 °C, 850 rpm por 24 horas. Apés o término, a
solucéo reacional foi alcalinizada (pH 12) com solucdo de NaOH 4 M e extraida com
AcOEt (2x1,5mL) (3,0 mL; 2,706 g; 31 mmol). As fases organicas foram combinadas,
secas sob MgSOs anidro e filtradas com algodédo. A reacao foi analisada por GC-FID.

3.3.3. Procedimento geral para triagem de w-TA (enzimas)

Em um tubo do tipo Eppendorf de 2,0 mL, adicionou-se substrato 1 ou 2 (1,5

mg; 17 mM), DMSO (6 pL; 6,6 mg; 0,084 mmol), 0,5 mmol de PLP (7,5 uL de uma
solugcdo estoque 0,1M) e 150 mM de isopropilamina (0,112 mL de uma solucéo
estoque 0,2M). Adicionou-se tampao fosfato de sodio pH 7,0 100 mM g.s.p 0,6 mL. O
pH do meio foi corrigido para 7 com adigédo de HCI 4M. Em seguida adicionou-se 2 mg
da enzima w-TA. O tubo foi deixado sob agitacdo em termomixer a 30 °C e 850 rpm
por 24 horas.
ApoOs as 24 horas, a reacao foi centrifugada (12.000 rpm/4 min) e a fase aquosa
alcalinizada até pH 12 com solu¢éo de NaOH 10M e extraida com AcOEt (4 x 0,6 mL).
(2,4 mL; 2,16 mg; 24 mmol). As fases organicas foram combinadas, secas sob MgSO4
anidro, evaporadas em rotaevaporador sob pressdo reduzida e o produto bruto
suspendido em AcOEt grau HPLC e analisado via GC-FID.
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3.3.4. Procedimento geral para triagem das KRED (microrganismos)

Ao tubo de ensaio com agar inclinado contendo 0s microrganismos
Lysinibacillus boronitolerans, Bacillus cereus ou MLH 15 previamente crescidos em
BOD por 24 horas a 28-29 °C, adicionou-se 5 mL de agua estéril em cada tubo de
ensaio (7 tubos). Formou-se uma suspensao microbiana e esta foi adicionada em um
erlenmeyer de 500 mL contendo 70 mL de meio NB. Apds 24 horas, dividiu-se em
duas partes o volume total contido neste erlenmeyer (~105 mL) e estes foram
adicionados em dois erlenmeyers de 2000 mL contendo 400 mL de meio NB que foram
levados para o agitador orbital a 28-29 °C a 115 rpm onde 0s microrganismos
cresceram por 3 dias. Em seguida, os mesmos foram centrifugados, o sobrenadante
descartado e a biomassa suspendida com solugdo tampao fosfato de sodio pH 7; 200
mM, contendo 5 gramas de glicose/100 mL de tampéao. Adicionou-se o substrato de
acordo com a quantidade de biomassa obtida, seguindo uma proporcao de 50 mL de
tampéao, 0,260 mmol de substrato e 5,0 gramas de biomassa Umida. O substrato foi
solubilizado em DMSO (0,5 mmol/2 mL) e adicionado na solu¢cédo tampéao contendo o
microrganismo. Todas essas etapas foram realizadas em atmosfera estéril, inclusive
para retirada das aliquotas. A solucao reacional foi novamente levada ao agitador
orbital a 28-29 °C e 115 rpm por 72 horas. Ao término da reacao, a solugéo reacional
foi centrifugada a 3200 rpm por 15 minutos. Adicionou-se NaCls) ao sobrenadante e o
mesmo foi extraido com AcOEt (3 porcdes de seu volume). As fases organicas foram
combinadas e secas sob MgSOa4 anidro. Filtrou-se a fase organica por gravidade
utilizando papel de filtro pregueado e evaporou-se o solvente no rotaevaporador sob

pressédo reduzida. A reacao foi analisada por GC-FID.

3.3.5. Procedimento geral para triagem das KRED (enzimas)

Inicialmente, o cofator NADH (0,5 mg; 0,75 mM) ou NADPH (0,5 mg; 0,67 mM))
foi adicionado em uma solucao tampéao de fosfato de sodio (1,0 mL; 100 mM; pH 7)
contendo Mg?* (1,0 mM). Todas as solucGes preparadas foram utilizadas no maximo
em 2 dias. A adicao do cofator NADH ou NADPH foi realizada somente no momento
da reacdo. Em um tubo de Eppendorf de 2,0 ml, o substrato 1 ou 2 (1,0 mg; 6,9 € 6,1
mM, respectivamente) foi adicionado seguido de alcool isopropilico (IPA; 50 uL; 39,3
mg; 0,65 mmol) e apdés completa solubilizacdo do substrato, adicionou-se 500 uL de
tampdao. Este tubo foi deixado em termomixer (25 °C; 1000 rpm) por 2 minutos. Em

um segundo tubo de Eppendorf, a enzima KRED foi adicionada (1 pL) seguido de 500
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ML de solugdo tampéo. Este tubo foi mantido no termomixer (25 °C; 1000 rpm) por 2
minutos. Em seguida, o contetdo do tubo contendo a enzima foi adicionado sobre o
substrato. O tubo de Eppendorf foi incubado na condig&o reacional descrita acima e
apos 24 horas foi centrifugado (12.000 rpm / 4 minutos) e a fase aquosa foi extraida
com acetato de etila (3 x 500 pL) (1,5 mL; 1,353 g; 15 mmol). As fases orgéanicas foram
combinadas, secas sob MgSO4 anidro, filtradas com algodao e o solvente evaporado.
O produto bruto extraido foi suspenso com AcOEt ou EtOH HPLC (para amidas) e a

reacao foi analisada em GC-FID.

3.3.6. Procedimento geral para as reacdes em cascata

Em um tubo de Eppendorf de 2,0 mL, 1 adicionou-se o substrato 1 (1,0 mg; 6,9
mM) e IPA (50 uL; 39,3 mg; 0,65 mmol). Apds a completa solubilizacédo, foi adicionado
tampao fosfato de sédio (500 pL) contendo todos os reagentes descritos
anteriormente no tépico 3.3.5. mais solucdo traco de cobalto na mesma concentracao
e proporcgao previamente descrita no topico 3.3.1. Este tubo foi mantido no termomixer
(25 °C; 1000 rpm) por 2 minutos. Em um segundo tubo Eppendorf de 2,0 mL, a enzima
KRED recombinante (1 uL) foi adicionada seguido do tampao (400 pL). Este tubo foi
mantido no termomixer (25 °C; 1000 rpm) por 2 minutos. Em seguida, o tubo contendo
a enzima foi adicionado sobre o substrato e mantido no termomixer nas mesmas
condi¢cbes acima por 8 horas. NHase E0257 (5,0 uL) foi adicionada em um terceiro
tubo de Eppendorf contendo tampé&o (100 uL). Esta solugdo foi adicionada no tubo da
reacdo e mantida no termomixer (25 °C; 1000 rpm) por 2 horas. A seguir a solucao
reacional foi centrifugada (12.000 rpm / 4 minutos), e a fase aquosa saturada com
NaCls). Extraiu-se a fase aquosa com AcOEt (3 x 500 uL) (1,5 mL; 1,353 g; 15 mmol).
As fases organicas foram combinadas, secas sob MgSO4 anidro, filtradas com
algodao e o solvente foi evaporado. O produto bruto extraido foi suspenso EtOH HPLC

e a reacéo foi analisada em GC-FID.

Para a reacdo em cascata simultanea, utilizou-se as mesmas condi¢cfes da
reacdo em cascata sequencial, entretanto, utilizou-se a NHase 016 e todas as

enzimas foram adicionadas simultaneamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estratégia de trabalho
A estratégia de trabalho para o desenvolvimento deste projeto, encontra-se

descrita e resumida no fluxograma 1 abaixo:

Fluxograma 1: Etapas para o desenvolvimento do projeto

Sintese dos produtos esperados pelas
reacGes biocatalisadas utilizando
metodologias classicas da quimica l

Caracterizagdo dos produtos : ] .
sintetizados utilizando RMN, GC-MS e IV Desenvolvimento de métodos cromatogréficos

quirais para separacdo dos enantioémeros dos
produtos racémicos obtidos a partir das
metodologias cldssicas da quimica

Triagem de enzimas isoladas,
microrganismos e extratos enzimaticos

Anéalises das conversdes e dos
excessos enantiomeéricos das triagens

l

Desenvolvimento das reagées Determinacdo da configuracéo
em cascata multienziméticas "| absoluta dos produtos biocataliticos

y

Os blocos construtores racémicos foram sintetizados previamente pelos
métodos sintéticos convencionais para serem utilizados como padrées nos processos
biocataliticos. Uma vez sintetizados, foram caracterizados e métodos cromatograficos
quirais foram desenvolvidos para a separacdo dos enantibmeros dos padroes
racémicos com a finalidade de auxiliar nas analises e determinacdo dos ee dos

processos biocataliticos estereosseletivos.

4.2. Sintese, caracterizacdo e desenvolvimento dos métodos cromatograficos

dos padrdes dos produtos de interesse

A primeira etapa desta discussdo tratara da sintese, caracterizacdo e
desenvolvimento dos métodos cromatograficos dos padrées dos produtos esperados

pelos processos biocataliticos.
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4.2.1. Sintese do composto 2

O composto 2 foi sintetizado via hidrolise acida da nitrila catalisada por acido
sulfarico (Esquema 10). A reacdo foi realizada baseando-se na metodologia de
Gonzales-Vera e colaboradores.®! A reagdo foi monitorada por CCD e GC-FID. Os
resultados obtidos entre as sinteses realizadas néo foram reprodutiveis. Em algumas
sinteses a reacao se completou em 6 horas. Porém, algumas vezes o tempo de reacao
foi de 24 horas e provavelmente atingia seu equilibrio devido a conversdo né&o
ultrapassar 97%. Em outras vezes uma pequena quantidade de acido carboxilico foi
observada através das analises no GC-FID ou entdo ao ser revelada com o revelador
quimico verde de bromocresol. A formacdo do acido carboxilico é um processo

cineticamente favorecido.16:33.62

O melhor resultado obtido foi com conversdo de 97% e rendimento de 40%
apos purificacdo por CCDP. O uso de acidos e bases fortes para hidratacdo de nitrilas
é problematico devido as condicdes drasticas e rendimentos moderados.®® Além
disso, durante a etapa de neutralizacdo, ha grande formacédo de sal e contaminacao
do produto.®? A reacéo catalisada por &cido reque controle da temperatura e proporgéo
de reagentes com a finalidade de evitar a formacédo de polimeros promovida pela
caracteristica exotérmica da hidratacdo.®® A sintese de amidas frequentemente
apresenta degradacao, racemizacao e dificil purificacdo devido a possibilidade de
formacéo de acido carboxilico.3® Consequentemente, apresenta significativo impacto

ambiental.1®

Esquema 10: Reacéo geral para hidrolise acida da nitrila de 1 em 2

Q H,SO, s 92 9
NH
CH2C|2; ta 1 2
7
Conv. 97%
Rend. Bru. 78%
1 2 Rend. Isol. 40%

Fonte: Autor, 2018



o]

O composto 2 foi caracterizado por RMN de H, 13C e DEPT 135, CG/EM e IV
e comparados com a literatura.®?> No espectro de RMN de 'H (Apéndice-Espectro A),
observa-se um simpleto em 3,98 ppm referentes aos 2H, C-2. Em 5,70 e em 7,12 ppm,
observa-se dois simpletos largos referentes aos hidrogénios ligados ao atomo de
nitrogénio. Os deslocamentos sdo diferentes devido a deslocalizac&o eletrdnica por
ressonancia que ocorre entre o par de elétrons nao ligantes do nitrogénio com o grupo
carbonila, conferindo uma estrutura plana a molécula, deixando os hidrogénios em
ambientes magneticamente diferentes. Entre 7,37-7,67 ppm ha um multipleto
integrando para trés hidrogénios referentes ao anel aromatico H6, H7 e H8 e em 7,96-
8,03 ppm ha um segundo multipleto integrando para dois hidrogénios H5 e H9. Como
hé a possibilidade de ocorrer tautomerismo ceto-endlico, observa-se outros dois sinais
guando a molécula estd em sua forma endlica. Um simpleto em 5,56 ppm referente a
1H, C-2 e um simpleto em 14,2 ppm caracteristico do hidrogénio da hidroxila -OH em

na forma endlica.

O espectro de massas (Apéndice-Espectro C) ndo apresentou o sinal do ion
molecular, apenas os fragmentos caracteristicos com m/z (%) 120 (35), 105 (100) e
77 (65). No espectro no IV (Apéndice-Espectro D) observa-se a presenca de duas
bandas de absorcdo: uma referente a amida primaria em 3419 cm e a outra em 3187
cm?® referente a deformacdo axial O-H, devido a possibilidade de ocorrer equilibrio
ceto-endlico. Além dessas duas bandas, observa-se outras duas em 1675 cm™* e 1632

cm?, caracteristicas do estiramento da ligagdo C=0.

4.2.2. Sintese do composto rac-3

O composto rac-3 foi obtido via reducéo da carbonila do substrato 1 utilizando
borohidreto de sédio (NaBH4) (Esquema 11). Esta sintese foi baseada na metodologia
descrita por Kamila e colaboradores* e Coady e colaboradores.’* A reacdo foi
monitorada por CCD e ap6s 30 minutos de reacao, todo material de partida havia sido
consumido. Junto com o produto foi recuperado um sélido branco que pbde ser

separado com papel de filtro pregueado. O rendimento desta reacéo foi de 84%.



Esquema 11: Reacédo geral para reducao da carbonila de 1 em rac-3

(0] 5 OH
CN NaBH, | A& A_CN
EtOH; 0 °C - ta 3 5 |
7 9
8 Conv. >99%
Rend. 84%
1 rac-3

Fonte: Autor, 2018

Desenvolveu-se um método cromatografico na coluna aquiral para as analises
de rotina para a separacao do composto 1 e rac-3 (Figura 4). O tempo de retencéo de
1 e rac-3 passou a ter uma diferenca de 0,2 minutos.

Figura 4: Cromatograma mostrando a separac¢ao dos compostos 1 e rac-3 utilizando

a coluna Restek® (Coluna A)

£ nuV(x10,000)
=" JChromatogrgm Time 25215 Inten 19,547

45
a0
35

o OH

2.5—% CN CN
z.u—f

A estrutura do composto rac-3 foi confirmada pelas analises dos espectros no
RMN de 'H, 3C e DEPT 135, CG-EM e IV e comparados com a literatura.®* No
espectro de RMN de H (Apéndice-Espectro E), observa-se um dupleto em 2,40-2,53
ppm referente ao hidrogénio da hidroxila se acoplando com o hidrogénio de C-3 com

J=3,3 Hz. Em 2,79- 2,82 ppm, observa-se um dupleto, integrando para dois
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hidrogénios que sao referentes aos hidrogénios diastereotépicos ligados ao H2 com
J=6,2 Hz. Em 4,96-5,12 ppm observa-se um multipleto, acoplando com 1H-OH e H2,
integrando para um hidrogénio ligado ao carbono assimétrico H3, com J=3,3 e 6,2 Hz.
Por fim, em 7,28-7,41 ppm observa-se os multipleto referente aos hidrogénios do anel

aromatico, integrando para 5H.

O espectro de massas (Apéndice-Espectro G) apresentou o sinal do ion
molecular com m/z (%)147 (7) e, além desse, os fragmentos caracteristicos com m/z
(%) 129 (8), 107 (100), 105 (26), 79 (86) 77 (72) e 51 (27). No espectro no IV
(Apéndice-Espectro H) observa-se a presenca de uma banda de absorcao
caracteristica de alcool em 3421 cm relativa ao estiramento da ligagdo O-H com
ligacdes de hidrogénio. Além dessa, observa-se a banda da nitrila em 2254 cm,

caracteristicas do estiramento da ligacdo CN.

Uma vez caracterizado, desenvolveu-se um método cromatogréfico na coluna
quiral do GC-FID para a separacao dos enantibmeros do composto racémico (Figura
5). As atribuicBes dos enantibmeros em cada pico do cromatograma foram realizadas
a partir dos ee e das andlises de [a]3! das reacdes biocatalisadas e comparadas com

a literatura.®®

Figura 5: Cromatograma mostrando os sinais referentes aos enantibmeros do

composto rac-3 utilizando a coluna quiral Lipodex E® (Coluna C)
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4.2.3. Sintese do composto rac-4

O composto rac-4 foi sintetizado baseando-se na metodologia descrita por
Khamal e colaboradores® (Esquema 12). N&o foi utilizado H2SO4 para a hidratacéo da
nitrila do composto rac-3 para a obtencao de rac-4, visto que o &cido sulfurico néo é
um catalisador quimiosseletivo e poderia reagir com os dois grupos funcionais do
substrato, levando a formacdo do produto insaturado a partir da reacdo de

desidratacéo de alcoois.'#64

A reacdao foi monitorada por GC-FID e ap0s 6 horas reacionais verificou-se que
todo material de partida havia sido consumido. Como observado por Wessjohann e
colaboradores?®, também visualizamos apenas um spot na placa de CCD e um pico
intenso no GC-FID, entretanto, o produto bruto se apresentou como um sélido branco
impregnado com um o6leo viscoso amarelo. Provavelmente, uma pequena quantidade
do DMSO utilizado como solvente na reacdo possa ter sido recuperado juntamente

com o produto.

Esquema 12: Reacédo geral para a hidratacéo da nitrila de rac-3 em rac-4

OH K,CO, OH O

5
CN - 4
: DMSO; H,0,;ta  ° *7 1 NH,
7 9 2
Conv. >99%

8 Rend. Bru. >100%
Rend. Isol. 14%

rac-3 rac-4

Fonte: Autor, 2018

Dessa forma, o rendimento do produto bruto excedeu ao tedrico e, entédo, foi
realizada purificagdo por CCDP. O rendimento foi de apenas 14%. Um inconveniente
dessa reagdo é que, na etapa de extragcdo, uma massa consideravel do produto é
perdida, devido a grande afinidade pela fase aquosa.?® O composto rac-4 foi
caracterizado por RMN de H, 13C e DEPT 135, GC/MS e IV e comparado com a

literatura.?8

No espectro de RMN de 'H (Apéndice-Espectro |), observa-se um simpleto em
1,29 ppm referente ao H da hidroxila. Em 2,47-2,69 ppm observa-se um duplo dupleto
duplo referente aos dois hidrogénios diastereotépicos ligados ao H2. Observa-se que
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h& um simpleto muito intenso em 4,88 ppm. E o deslocamento esperado para os dois
hidrogénios ligados ao atomo de nitrogénio da amida, entretanto, € o mesmo
deslocamento da agua em metanol. Dessa forma, ndo foi possivel integrar esses
hidrogénios. Em 5,00 ppm h& um duplo dupleto integrando para 1 hidrogénio H-3. Por
fim, em 7,21-7,43 ppm ha um multipleto integrando para os 5 hidrogénios do anel

aromatico.

O espectro de massas (Apéndice-Espectro K) apresentou o sinal do ion
molecular com m/z (%) 165 (31) e, além deste, os fragmentos caracteristicos com m/z
(%) 146 (69), 131 (29), 120 (20), 105 (61), 91 (10), 77 (100), 59 (95) e 51 (42). No
espectro no IV (Apéndice-Espectro L) observa-se a presenca de duas bandas de
absorcao caracteristica de amida primaria. As absor¢cfes sdo em 3378 e em 3301 cm”
! relativas as deformagGes axiais assimétrica e simétrica de N-H, respectivamente.
Além dessa, observa-se a banda da hidroxila em 3176 cm™ fazendo ligacdo de
hidrogénio intramolecular. Isso fica evidente devido a banda ser larga, pouco intensa
e ndo ha a banda aguda de hidroxila livre, isto €, que ndo faz ligagcdo de hidrogénio.
Essa absorcdo é relativa a deformacdo axial de O-H. Por fim, observa-se uma

absorcdo em 1620 cm, caracteristica da deformacéo axial da carbonila C=0.

Apbés a caracterizagdo do composto rac-4, desenvolveu-se um método
cromatografico na coluna quiral do CG-DIC para a separacdo dos enantibmeros do
composto racémico (Figura 6). A determinacéo dos sinais para cada enantibmero no
cromatograma pode ser realizada a partir do ee do produto obtido nas reacbes em
cascata multienziméticas e comparados com a literatura.'® Além disso, o enantibmero
(S)-4 era esperado, uma vez que a estereosseletividade da reacéo € determinada pela

enzima KRED e as enzimas NHases ndo haviam apresentado seletividade.
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Figura 6: Cromatograma mostrando os picos referentes aos enantibmeros do

composto rac-4 utilizando a coluna quiral Lipodex E® (Coluna C)
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4.2.4. Sintese do composto rac-5

Inicialmente, utilizou-se a metodologia proposta por Miriyala e colaboradores®®
para a sintese one-pot de rac-5. Os autores utilizaram o substrato 3-oxo-3-
fenilpropano. Porém, para o substrato 1 obteve-se conversdo de apenas 6% para o
produto 3-amino-3-fenilacrilonitrila apos 6 horas, provavelmente devido as diferencas
de reatividade entres os substratos. Entdo, uma nova metodologia foi utilizada para
realizar a aminagé&o redutiva da carbonila do substrato 1 em duas etapas (Esquema
13). Na 12 etapa ocorre a formacéo da imina e na 22 etapa sua reducao.

Entdo, para a obtencao do intermediario 3-amino-3-fenilacrilonitrila, utilizou-se
umas das metodologias propostas por Zhao e colaboradores®’ que utilizaram o
substrato benzoilacetato de etila e na 22 etapa a reacao procede com a metodologia
utiizando o substrato 3-amino-3-

descrita por Chhiba e colaboradores®®,

fenilacrilonitrila.

Esquema 13: Reacdo geral para a aminacéao redutiva da carbonila de 1 em rac-5

NH,
_CN NAOAC | AUA_CN _NaBHCN 2 | CN
©/ AcOH; Benzeno 3 o 1 EtOH; HCI; ta § 5 1
refluxo 7 9 7 9
8 Conv. >99% 8 Conv. >99%
Rend. 94% Rend. 89%
1 Intermediario rac-5

Fonte: Autor, 2018
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Na 1° etapa da sintese, a reacéo foi monitorada por GC-FID e, apdés 4,5 horas
de reacdo, todo material de partida havia sido consumido, gerando o composto 3-
amino-3-fenilacrilonitrila com 94% de rendimento. Procedeu-se para a 22 etapa da
reacdo, reduzindo a ligacdo dupla para a obten¢cdo da amina primaria. Nesta etapa, a
reacao foi monitorada por CCD, utilizando p-anisaldeido como revelador quimico, pois
0 substrato 3-amino-3-fenilacrilonitrila é revelado com grande intensidade e o produto
rac-5 ndo € revelado. Apoés 3 horas de reacgdo, verificou-se que todo material de
partida havia sido consumido. O rendimento foi de 89%.

Para este composto também foi necessario o desenvolvimento um método
cromatografico na coluna aquiral para as analises de rotina para a separacdo do
composto 1 e rac-5 (Figura 7). O tempo de retencdo de 1 e rac-5 passou a ter uma

diferenca de 0,6 minutos.

Figura 7: Perfil cromatografico da separacdo dos compostos 1 e rac-5 utilizando a
coluna Restek® (Coluna A)
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A estrutura molecular do intermediario foi confirmada pelas andlises dos
espectros de RMN de *H, *C e DEPT 135, CG-EM e IV e comparados com a
literatura.’® No espectro de RMN de 'H (Apéndice-Espectro M) observa-se um
simpleto em 4,25 ppm referente a 1H, H2. De 4,70 a 5,20 ppm, observa-se um

simpleto largo, integrando para dois hidrogénios que séo referentes aos hidrogénios
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ligados ao atomo de nitrogénio. E em 7,37- 7,54 ppm, observa-se um multipleto,

integrando para os 5 hidrogénios aromaticos.

O espectro de massas (Apéndice-Espectro O) apresentou o sinal do ion
molecular com m/z (%) 144 (100) e, além desse, os fragmentos caracteristicos com
m/z (%) 129 (22), 117 (98), 104 (40), 89 (21), 77 (44) 51 (47). No espectro no IV
(Apéndice-Espectro P) observa-se a presenca de duas bandas de absorcgéo referentes
ao estiramento da ligacdo NH2 em 3444 e 3353 cm™. Além dessas bandas, ha uma
harmonica em 3240 cm relacionada ao dobramento da ligacdo N-H em 1626 cm™. E

em 2182 cm observa-se o estiramento da ligacdo CN da nitrila.

E as mesmas técnicas foram utilizadas para a elucidacao estrutural do composto
rac-5 e comparada com a literatura.®® No espectro de RMN de 'H (Apéndice-Espectro
Q) observa-se um simpleto largo em 1,79-1,83 ppm integrando para 2 hidrogénios
ligados ao atomo de nitrogénio. Em 2,59-2,77 ppm observa-se um multipleto,
integrando os dois prétons diastereotdpicos H-2. Em 4,30-4,39 ppm observa-se um
duplo dubleto, integrando 1H ligado ao carbono assimétrico H-3. Por fim, em 7,28-

7,43 ppm h& um multipleto integrando para cinco hidrogénios do anel aromético.

O espectro de massas (Apéndice-Espectro S) ndo apresentou o sinal do ion
molecular apenas os fragmentos caracteristicos com m/z (%) 145 (3), 129 (9), 106
(100), 104 (31), 79 (62) 77 (45) e 51(17). No espectro no IV (Apéndice-Espectro T)
observa-se a presenca de duas bandas de absorcao referentes ao estiramento da
ligacdo NH2 em 3365 e 3301 cm. Além dessas bandas, ha uma harmdnica em 3187
cm?® relacionada ao dobramento da ligacdo N-H em 1593 cm™. E em 2211 cm™?

observa-se o estiramento da ligagdo CN da nitrila.

Uma vez caracterizado, desenvolveu-se um método cromatografico na coluna
quiral do GC-FID para a separacdo dos enantibmeros do composto racémico (Figura
8). As atribuicdes dos enantibmeros deste composto do cromatograma nao puderam
ser realizadas, pois ndo obtivemos resultados com as enzimas o-TA. Portanto, as

estruturas no cromatograma abaixo foram colocadas de forma aleatoria.
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Figura 8: Perfil cromatogréafico para a separacao dos enantibmeros do composto rac-

5 utilizando a coluna Lipodex E® (Coluna C)
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4.2.5. Sintese do composto rac-6

Novamente, utilizou-se a metodologia de Gonzales-Vera e colaboradores®
para a hidrolise acida da nitrila (Esquema 14). A reacéao foi monitorada por GC-FID e,
apos 4 horas de reacdo, a conversado de rac-5 em rac-6 era de aproximadamente
99%. O rendimento bruto foi de 51%. O mesmo inconveniente observado durante a
extragdo do composto rac-4 ocorreu com 0 composto rac-6.

Esse composto também possui grande afinidade pela fase aquosa e, apos a
realizacdo de duas extra¢cdes multiplas consecutivas, o rendimento foi de 51%.

Esquema 14: Reacéo geral para a hidratagéo da nitrila de rac-5 em rac-6

NH
2 H,SO, . NH, O
- CN _ "% _
CH,Cl, ta ° 1 NH;
7 9
Conv. 99%
8 Rend. 51%
rac-5 rac-6

Fonte: Autor, 2018
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Vale ressaltar que a cada extracdo, o pH tende a tornar-se menos alcalino,
ficando em torno de 8-9. Sendo assim, € preciso verificar e corrigir o pH para 12, pois
€ o pH normalmente utilizado para a extracdo de aminas primarias. Apds extracao,
uma amostra foi analisada no GC-FID e a pureza era de 99,2%. O composto rac-6 foi
caracterizado por RMN de 'H, 3C e DEPT 135, GC-MS e IV e comparado com a

literatura.6®

No espectro de RMN de 'H (Apéndice-Espectro U), observa-se um dupleto em
2,28 - 2,42 ppm com constante de acoplamento de 6,9 Hz integrando para os dois
hidrogénios diastereotdpicos. Em torno de 2,5 - 3,5 ppm observa um simpleto muito
intenso e um outro sinal largo ao lado. Devido ao DMSO ser um solvente bastante
higroscépio, provavelmente uma quantidade de agua foi absorvida pelo DMSO e
acabou alargando e/ou sobrepondo outros sinais do composto rac-6. Em 4,13-4,18
ppm observa-se um tripleto com constante de acoplamento de 6,9 Hz referente ao
hidrogénio ligado ao centro estereogénico H-3. Em 6,77 ppm, observa-se que ha um
pico largo, integrando para um hidrogénio. Este hidrogénio refere-se a ligagdo do
atomo de hidrogénio com o nitrogénio da amina primaria. Por fim, em 7,13 - 7,64 ppm
ha um multipleto integrando para 7 hidrogénios. Teoricamente, esperava-se encontrar
uma integracao para 5 hidrogénios. Talvez, a pequena quantidade de impureza (>1%)
da amostra ou do solvente tenha contribuido para o valor desta integral.

Porém, é possivel afirmar que o composto rac-6 foi formado pelo fato de que o
produto obtido durante a triagem com as NHases, utilizando o substrato rac-5, possui
exatamente 0 mesmo tempo de retencdo do produto da catalise acida utilizando acido
sulftrico. Além disso, a enzima utilizada esta em sua forma isolada e comumente se

apresenta como um reagente de elevada quimiosseletividade.

O espectro de massas (Apéndice-Espectro X) apresentou o pico do ion
molecular com m/z (%) 164 (1) e, além desse, os fragmentos caracteristicos com m/z
(%) 146 (7), 131 (2), 119 (61), 106 (100), 79 (37), 59 (17), 51 (15). No espectro no IV
(Apéndice-Espectro W) observa-se em 3337 cm™ a presenca de uma banda aguda
referente a deformacao axial de N-H associada a ligacao de hidrogénio e em 3197 cm-
! uma banda larga e pouca intensa caracteristica da deformacéo axial de N-H. Além
dessas, ha duas bandas em 3028 e 3003 cm™ tipicas de da deformacéo axial de N-H

de amina priméaria. Em 1650 e 1616 cm™, observa-se duas bandas de absorcéo, sendo
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a primeira banda referente a deformacéo axial de C=0 e a segunda de deformacéao

angular de N-H.

Para o composto rac-6 o método cromatografico quiral para separacado dos
enantiomeros foi desenvolvido na coluna Hydrodex® B-3P (Figura 9). As estruturas
moleculares dos enantibmeros do composto rac-6 estdo de forma aleatdéria no
cromatograma, pois este composto ndo pbode ser obtido em sua forma
enantiomericamente pura para que uma analise no polarimetro pudesse ser realizada

e comparada com a literatura.

Figura 9: Cromatograma mostrando 0s picos referentes aos enantibmeros do

composto rac-6 utilizando a coluna quiral Hydrodex® (-3P (Coluna B)
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4.3. Triagem das enzimas NHases

Foram realizadas triagens com 13 NHases disponiveis comercialmente
(Prozomix®) frente aos substratos 1, rac-3 e rac-5. Utilizou-se a metodologia descrita

por Amaral.®® A reacdo geral da triagem encontra-se no Esquema 15.

Esquema 15: Reacdao geral de hidratacdo da nitrila catalisada por NHase

( )\
(o] (o] (o)
CN NHase _
PBS, pH 7.0 NH,
25 °C, 24h
1 2
OH OH O
NH
A CN ase _ . NH,
PBS, pH 7.0
25 °C, 24h
rac-3 rac-4
NH, NH, O
CN
A NHase . . NH,
PBS,pH 7.0
25 °C, 24h
rac-5 rac-6
\_ J

Condigées da reagao: substrato 1, rac-3 ou rac-5 (1 mg; 7 uM), DMSO (100 pL),
tampao fosfato de s6dio (PBS) (1,0 mL), enzima (5 uL). Para mais detalhes, veja a segao
de matérias e métodos.

a As conversdes foram determinadas pela analise no GC-FID.

Analisando a Tabela 2 abaixo contendo o resultado das triagens com NHases,
verifica-se que 6 enzimas (NHase 003, NHase 011, NHase 014, NHase 016, NHase
E0257 e NHase E0259) catalisaram a hidrata¢do da nitrila do composto 1 no composto
2 com conversdes >99% (Entrada 1). Para o substrato rac-3, 9 enzimas (NHase 003,
NHase 004, NHase 008, NHase 011, NHase 014, NHase 016, NHase 018, NHase
E0257 e NHase E0259) catalisaram a conversdo na amida correspondente rac-4
(Entrada 2). Vale a pena ressaltar quimiosseletividade da rea¢cdo em que ha um grupo
nitrila na presenca do grupo hidroxila que pode ser eliminado sob catalise acida ou
basica levando a formacgéao do produto insaturado 3-fenilprop-2-enamida. Interessante
notar o aumento do potencial catalitico das enzimas com o substrato rac-3. Por
exemplo, a atividade da NHase 016 frente aos substratos 1 e rac-3 foi de 44 e 97%,
respectivamente. Algumas enzimas como o NHase 004, 008 e 018 cujas conversdes

foram aproximadamente 90% com o substrato 1, atingiram conversdes >99% com
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rac-3. Talvez, a possibilidade do grupo hidroxila fazer uma nova ligacao de hidrogénio,

possa estabilizar o complexo enzima-substrato durante o estado de transicao.

Tabela 2: Resultados das triagens das NHases com os substratos 1, rac-3 e rac-5

Conversdo (%)*
Entrada Substrato Produto NHases
003 004 008 010 011 012 014 015 016 018 | E0256 | E0257 | E0259
9 o o
1 ©)K/CN (j)J\/LLNH2 >99 | 94 9 | 75 | >99 | 6,0 | >99 | >99 | 44 93 0 >99 | >99
1 2
OH OH O
2 CN NH, >99 | >99 | >99 0 >99 0 >99 | >99 97 >99 0 >99 | >99
rac-3 rac-4
NH, NH, O
3 CN NH,| O 0 90 0 67 0 38 | 20 0 | >9 | o 93 | 86
rac-5 rac-6
Cofator Co** Co** Co** Co** Co® Fe** Co® Co® Co** Co** Fe** Co** Co®*

Em relacdo ao substrato rac-5, somente a NHase 018 converteu >99% em rac-
6. Interessante notar que as NHases 003 e 004, que apresentaram elevadas
conversdes com os substratos 1 e rac-3, ndo mostraram atividade alguma frente ao
substrato rac-5. As atividades das NHases 011, 014 e 015 reduziram
consideravelmente frente a este substrato. Contudo, sdo resultados muito
promissores e atrativos, visto que uma importante conversao de grupos funcionais
esta sendo realizada em condicbes muito brandas de reacdo e que dificilmente é

obtida pelos métodos sintéticos convencionais que requerem condicdes drasticas.

Nenhuma estereosseletividade foi observada com essas NHases que sao
comumente inespecificas com substratos quirais.”® Propde-se que o NHase possua
um bolsdo espacoso capaz de aceitar uma ampla gama de substratos, mas com
nenhuma ou baixa enantiosseletividade.’* Entretanto, essa carateristica se torna
interessante quando combinada com uma segunda enzima enantiosseletiva em um
processo em cascata, pois, se ambas enzimas apresentarem seletividade, ocorreria

uma reagdo enantioespecifica com converséo tedrica maxima de 50%.

4.4. Triagem dos extratos enzimaticos e enzimas comerciais de w-TA
Antes de iniciar a triagem com 0s extratos enzimaticos de o-TA e com as

enzimas isoladas, realizou-se um experimento controle com os possiveis doadores
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amino (isopropilamina e feniletilamina), com a finalidade de verificar se 0s mesmos

nao reagiriam com o substrato 1. Apos analise pelo GC-MS (Figura 10), pdde-se

concluir que ocorreu reacdo entre o substrato 1 e a feniletilamina onde foi possivel

observar alguns sinais caracteristicos da enamina formada, como o pico molecular de

razdo m/z 248. Além disso, outros picos que ndo foram identificados apareceram no

cromatograma da feniletilamina.

Figura 10: Espectro de massas da enamina formada
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A reacdo que provavelmente ocorreu entre o substrato 1 e a feniletilamina é

representada no Esquema 16 abaixo.

Esquema 16: Reacédo entre o substrato 1 e a feniletilamina

@ W E NN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE,

?

Fonte: Autor, 2018

CN
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Em relacdo ao teste com a isopropilamina, somente um pico foi visualizado

correspondente ao substrato 1. Dessa forma, a isopropilamina passou a ser utilizada

como doador amino nas reacdes de aminacao redutiva da carbonila, pois a mesma

nao reagiu com o substrato.

As triagens foram realizadas com 5 extratos enzimaticos de w-TA e 4 enzimas

isoladas comerciais para a aminacdo redutiva da carbonila dos substratos 1 e 2
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(Esquema 17). As enzimas w-TA dos extratos enzimaticos utilizados sdo provenientes
dos microrganismos Aspergillus terreus, Mycobacterium vanbaalenii que sao (R) -
seletivas e Chromobacterium violaceum, Vibrio fluvialis e Ruegeria pomeroyi que sé&o
(S)-seletivas. As enzimas isoladas sdo provenientes de Aspergillus fumigatus,
Aspergillus terreus, Neosartorya fischeri e Penicllium chrysogenum. Utilizou-se a

metodologia descrita por Teixeira.®

Esquema 17: Reacao geral para a aminacao redutiva da carbonila de 1 e 2 catalisada
por w-TA

CN CN

PLP ; pH 7,0 ; 30°C ; 24h

1 = = 5
ou /—\ ou
NH2 (o)
o o PN P | NH, O
NH, NH,
2 6

J

Condicao reacional (extrato enzimatico): substrato 1 ou 2 (4,5 mg; 20 mM), DMSO (15
pL), PLP (15 pL), isopropilamina (39 pL) e extrato enzimatico (g.s.p. 1,5 mL). Condigdo
reacional (enzima isolada): substrato 1 ou 2 (1,5 mg; 17 mM), DMSO (6 uL), PLP (2,5 pL),
isopropilamina (75 pL) enzima (2,0 mg), tamp&o (400 uL). Para mais detalhes ver
materiais e métodos

O equilibrio desfavoravel € um dos maiores desafios para realizar sinteses
assimétricas, entretanto, algumas estratégias vém sendo desenvolvidas para
favorecer a formacéao dos produtos no equilibrio.*® Dentre essas estratégias, ha a que
utiliza um excesso de doador amino, por ser um meétodo simples e eficiente. Porém, o
aumento da concentragao do doador amino pode afetar a atividade da enzima devido
a inibicdo do substrato. Além da simplicidade e custo ao utilizar a isopropilamina como
doador amino, a mesma € oxidada a acetona e, sendo um composto volatil, pode ser
removida facilmente da reacao, contribuindo para o favorecimento da formacéo do
produto no equilibrio.*?

Outro detalhe a ser considerado é que o pKa da isopropilamina € de 10,6 e o

pH da reacédo torna-se bastante alcalino (12) quando adicionada no meio reacional
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que € um pH ndo muito comum para as enzimas. Ndo foi observada nenhuma
conversdo dos substratos avaliados. Contudo, Teixeira’? obteve altas conversdes e
excelentes ee com a mesma metodologia utilizada e os mesmos extratos enzimaticos,
utilizando o substrato 1-(2-metilfenoxi)-2-propanona que se enquadra no postulado de
Shinn estruturalmente. Além desse resultado, obteve conversédo e ee >99% com o
substrato 4-fenil-2-butanona utilizando a enzima isolada de A. fumigatus (Esquema
18).

Esquema 18: Aminacdo redutiva do substrato 1-(2-metilfenoxi)-2-propanona
catalisada pelos extratos enzimaticos. Aminacao redutiva da carbonila do substrato 4-
fenil-2-butanona catalisada por A. fumigatus.

NH, !

: o)
(D/\O\)I\ PLP; pH 7,0; 30 °C, 24 h (:(0\)\ ©/\)k PLP; pH 7,0; 30 °C, 24 h @/\)\

Conv.>99% 1 i Conv.>99%

)J\ ee.>99% | 3 )\ )‘j\ ee. >99%

Portanto, aparentemente o principal parametro que esta influenciando na
catalise da reacao € a estrutura molecular dos substratos. O que provavelmente pode
ter acontecido é que nem o substrato 1 nem o 2 estdo de acordo com o postulado
proposto por Shin que diz que o sitio catalitico de uma »-TA é constituido de dois
bolsdes, um maior e outro menor, como representado na Figura 11. Bons substratos
para a enzima sao aqueles que possuem duas regides de tamanhos distintos ao redor
da carbonila, de modo que possam interagir efetivamente no sitio catalitico, sendo que
0 substituinte menor, vital no reconhecimento do substrato, ndo deve ser maior do que

um grupo etila.>

Figura 11: Bolsbes do sitio catalitico da enzima o-Ta

B B

Ry W R
NH, NH,

Fonte: (MALIK, M. S.; PARK, E. S.; SHIN, J. S, 2012)>°
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Em contrapartida, Zhang e colaboradores® obtiveram o composto (S)-p-
fenilalanina a partir de 1, utilizando as enzimas nitrilase e o-TA em um processo de
reacoes em cascata (Esquema 19). Provavelmente, o acido carboxilico mimetiza de

forma eficiente um aminoacido e isso nao ocorre quando ha nitrila ou amida.

Esquema 19: Obtencéo da (S)-B-fenilalanina via reacdo em cascata partindo de 1

CN Nitrilase o-Transaminase _

o
I
o
I

Fonte: Autor, 2018

4.5. Triagem de microrganismos contendo KRED

Para a reducdo da carbonila do substrato 1 e formacao do alcool secundario
correspondente 3 utilizou-se 4 microrganismos, sendo: Saccharomyces cerevisiae
tipo Il comercialmente disponivel pela Sigma-Aldrich® (célula liofilizada), Bacillus
cereus, MLH 15 e Lysinibacillus boronitolerans, sendo esses trés ultimos
microrganismos na forma de biomassa Umida e pertencentes a colecdo do Milagre
Research Group. Para a reducao assimétrica da carbonila do composto 1 e formacéo
do produto 3 (Esquema 20) utilizou-se a metodologia descrita por Milagre” para os
guatro microrganismos.
Esquema 20: Reacgdo geral para a redugdo assimétrica da carbonila de 1 para

formacéao de (S)-3

Desidrogenase

E o OH
CN KRED célula ~_CN :
; N 2
f NAD(P)H NAD(P)* 4
:  Acido glucénico =\ D-Glicose
Glicose

v

Condicao reacional: para S. cerevisiae: substrato 1 (12 mg; 4 mM), DMSO (330

uL), D-glicose (1 g), tampéo fosfato de sddio (PBS) (20 mL), forma liofilizada de S.
cerevisiae (800 mg). Para os demais microrganismos: substrato 1 (38 mg; 5,2 uM),

DMSO (1,0 mL), glicose (2,5 g), tampéo fosfato de sédio (PBS) (50 mL), célula

integra (5 g). O tempo de reacado foi de 72 horas. Para mais detalhes, veja
materiais e métodos.

a Configuragéo absoluta foi determinada pela analise de [a]3! e comparada com a literatura
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A reducéo estereosseletiva de cetonas pro-quirais no alcool correspondente
catalisadas por KRED é uma ferramenta bem estabelecida na sintese organica.” A
reducdo biocatalitica de B-cetonitrilas tem sido explorada tanto com enzimas quanto
com células integras. Esta Ultima abordagem apresenta a vantagem de que o cofator

NAD(P)H é regenerado naturalmente pela célula.t19:7°

Os microrganismos B. cereus e MLH15 praticamente forneceram 0s mesmos
valores de conversao e ee. (Tabela 3, Figuras 12 e 13). Na reagdo com B. cereus a
conversao foi de 26% e ee de 92% do enantidmero (S)-3. Com o microrganismo MLH
15 a conversao foi de 23% e novamente 92% do enantidmero (S)-3. O pH tornou-se
mais acido a medida que a reagdo se processava com 0S microrganismos que
apresentaram atividade catalitica e converteram 1 em (S)-3. Com a levedura S.
cerevisiae o pH ficou em 5 e com os microrganismos B. cereus e MLH 15 em 6. O pH
da reacdo com L. boronitolerans manteve-se em 7 durante as 72 horas de reacado e o

mesmo nao apresentou atividade catalitica.

Tabela 3: Conversdes e ee do substrato 1 em (S)-3 catalisada pelos microrganismos
contendo KRED

Entrada Microrganismo Conversao (%)? ee (%)°
1 Saccharomyces cerevisiae ) 87 (S)-3
2 Bacillus cereus 26 92 (S)-3
3 MLH 15 23 92 (S)-3

Lysinibacillus boronitolerans

aConversdes foram determinadas pela analise GC-FID
b0 excesso enantiomérico foi determinado por analise GC-FID quiral



Figura 12: Conversédo de 1 em (S)-3 utilizando B. cereus ou MLH 15
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Um experimento foi realizado com B. cereus utilizando o substrato 2, entretanto,
nenhuma converséo foi observada. A alteracao da nitrila pela amida priméria fez com

gue nenhuma atividade catalitica fosse demonstrada na condi¢ao reacional utilizada.

Figura 13: Determinacao do ee dos microrganismos B. cereus e MLH 15
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Em relacéo a S.cerevisiae, a converséo de 1 em (S)-3 foi de 5% e o ee foi de
87% (Tabela 3, Figuras 14 e 15). O microrganismo S. cerevisiae catalisou
majoritariamente a reacdo de alquilacdo do substrato 1, levando a formacdo de uma

ligacdo C-C em duas etapas. (maiores detalhes a partir da pagina 49)
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Figura 14: Cromatograma da reacéo da S.cerevisiae com substrato 1 apdos 72 horas.
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Apos realizar a andlise de [a]3!, confirmou-se que todos os microrganismos

catalisaram a formacéo do enantibmero (S)-3, estando de acordo com a literatura.”

Figura 15: Determinacdo do excesso enantiomérico da S. cerevisiae
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A Regra de Prelog explica a seletividade de acordo com o ataque do hidreto,

podendo ser na face re ou si. No Esquema 21 abaixo, esta representada a face si do

substrato 1. O ataque do hidreto acontece pelo lado menos volumoso ao redor da

carbonila, neste caso, o ataque ocorreu pelo lado do ligante -CH2CN, levando a

formacéo do produto (S), ou produto Prelog.
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Esquema 21: Representacdo da Regra de Prelog para estereosseletividade

ﬁ KRED célula

OH
O/ CN /‘\ ~ L\/CN ‘Redugﬁo Prelog

NAD(P)H  NAD(P)*

substituinte grande
substituinte pequeno

Acido glucénico D-glicose
Glicose Desidrogenase

U TEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEE,
tasssssssssssssssnssnnnnnsnnn’

Fonte: Adaptado de (MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA; 2009)"°

Como dito anteriormente, 0 microrganismo S. cerevisiae catalisou
majoritariamente a formacéo do produto 2-benzoilbutanonitrila (1-A) em um processo
em duas etapas, conforme representado no Esquema 22. A glicose, ao ser
metabolizada na via glicolitica do microrganismo, € transformada em acido piravico e
posteriormente em acetaldeido pela enzima piruvato descarboxilase. Na sequéncia, o
acetaldeido reage com o substrato 1 formando o produto 2-benzoilbut-2-enenitrila
(Intermediéario A), a partir de uma condensacao alddlica ndo enzimatica catalisada
por acido. Em seguida, a ligacdo dupla C=C do intermediario recém-formado sofre
reducdo catalisada pela enzima enoato-redutase, levando a formacédo do composto

racémico 1-A.6576

Esquema 22: Formacédo do produto 1-A na presenca de S. cerevisiae e glicose

o OH OH
i Glicdlise o
Acido Pirtivico - HO v =
O | OH OH OH
Piruvato D-Glicose

Descarboxilase

(o)
Acetaldeido )L
H

(o} o Enoato
CN CN Redutase CN
> |

1 Intermediario A

G EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES
.IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.

Fonte: Adaptado de (SERRA, et al, 2016)"3
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O mecanismo proposto para a condensacao alddlica acida na primeira etapa
da reacao de alquilacao encontra-se representado abaixo no Esquema 23 e a reducao

da ligagéo dupla C=C catalisada pela enzima enoato-redutase no Esquema 24.

Na literatura é descrito que a levedura S. cerevisiae catalisa somente a
formacéo do produto alquilado 1-A.1-%89:6573:78-80 Rimoldi e colaboradores?®, relataram
a atividade de diversas leveduras frente ao substrato 3-oxo-3-(tiofen-2-il)-
propanonitrila levando a formacao do produto 2-(tiofeno-2-carbonil)-butanonitrila. A
levedura S. cerevisiae Zeus forneceu somente o produto alquilado correspondente.
Entretanto, Dehli e Gotor®? observaram que o fungo Curvularia lunata catalisa a
formacéo do produto 2-(hidroxifenilmetil)butanonitrila (1-A.R.) (Figura 14), utilizando 1
como substrato. Apés otimizacdo de alguns parametros da reacdo, conseguiram obter
0 composto 1-A.R. como unico produto da reacdo com ee (R,R) 98% e d.r. anti (98:2)

Esquema 23: Proposta mecanistica para a primeira etapa da formacéo do produto 1-
A via condensa(;ao alddlica acida.

..................................................................................................

@ /_\
COE N %H OH
H

..................................................................................................

Fonte: Autor, 2018

Esquema 24: Ciclo catalitico da enzima enoato redutase para reducdo da ligacéo
dupla C C do Intermediario A levando a formacéo de 1-A

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

H* H*;

FMN (o] FMNH, /’ H
R.N_o 5 CN y :

A z \? o |5+ R | H

> NH B N_UN__O :

N | T
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5 —— ressseessasnaney : o

: NAD(P)H  NAD(P)* : CN: Adicso CN
oL : r— o

*  Acido .;_4 Doador-H : €|

: glucénico  Reciclagem cofator (Glicose)

.................

..........................................................................................................

Fonte: Adaptado de (HALL, et al, 2006)"’
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Contudo, também observamos a formacéo do produto proveniente da reacao
de alquilacdo/reducdo do substrato 1, catalisada pelas enzimas KRED/Enoato-
Redutase, ou seja, o composto 1-A.R., que foi o segundo composto formado em maior
quantidade. Durante o monitoramento das reagbes com S. cerevisiae, foi possivel
verificar que a concentracao de 1-A. diminui e a de 1-A.R. aumenta (Figura 16). Nas
primeiras reacdes com S. cerevisiae 0 monitoramento foi realizado em intervalos
longos (18, 36, 44, 60 e 72 horas), sendo mantida até 96 horas com intuito de verificar
se ocorreria um aumento na formagao do produto 1-A.R. Entretanto, a conversao de
1 em 1-A.R. atingiu 25% em 72 horas e permaneceu praticamente inalterada até 96
horas (23%). No produto bruto extraido havia uma mistura dos compostos 1-A (72%)
1-A.R. (23%) e (S)-3 (5%). Nao foi possivel isolar esses compostos utilizando CCDP
para obté-los de forma pura e caracteriza-los. Entdo, sabendo que na literatura’ ja
havia sido descrita uma fase mével para a separacdo dos compostos 1 e 1-A. e
baseando-se na aliquota de 18 horas, onde a formacéo de 1-A. € em torno de 90%,
decidimos investigar os instantes iniciais da rea¢ao na tentativa de obter pelo menos
um dos compostos puros. Sendo assim, trés reacdes foram realizadas e interrompidas
a cada 30 minutos. No produto bruto obtido na reacdo de 30 minutos haviam os
compostos 1 (19,2%), 1-A (79%) e (S)-3 (1,7%). Na reacdo de 60 minutos, a
composicdo era novamente de 1 (11%), 1-A (88,5%) e (S)-3 (0,5%) e, apds 90
minutos, o produto bruto obtido era composto de 1 (4%), 1-A (94%), 1-A.R. (0,4%) e
(S)-3 (1,5%).

Figura 16: Consumo de 1 e formacdo dos produtos 1-A., 1-A.R., (S)-3 de 0,5 a 96
horas de reacéo
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Em seguida, realizou-se a purificacdo, de forma separada, dos produtos brutos
das reacbes de 30 e 60 minutos e uma amostra foi preparada e analisada de cada
purificacdo. O perfil de ambas foi bastante semelhante, apresentando pureza de 97%.
Junto com o composto havia uma impureza que aparentemente é derivada do
metabolismo do microrganismo por estar em algumas aliquotas retiradas para

monitoramento da reacao e na reacao controle.

A caracterizacao deste composto foi realizada com pureza de 97%, utilizando
RMN de 1H,13C e DEPT 135, GC-MS, LC-MS e IV e comparada com a literatura.®? No
espectro de RMN de 'H (Apéndice-Espectro Y), observa-se um tripleto em 1,14-1,20
ppm referente ao H-11 do CHs se acoplando com o H-10 do CH2 com J=7,4 Hz. Em
2,02- 2,17 ppm, observa-se um multipleto, integrando para os dois hidrogénios
diastereotopicos referentes ao H-10. Em 4,27-4,37 ppm observa-se um duplo dubleto,
referente ao H-2 do centro assimétrico acoplando com H-8 com J=7,9 e 4,0 Hz. Por
fim, em 7,53-8,0 ppm observa-se um multipleto integrando para os cinco hidrogénios
do anel aromatico. No espectro de RMN de *3C (Apéndice-Espectro Z) observou os
seguintes deslocamentos, em ppm: 11,7 (CHs- C-11), 23,7 (CHz—- C-10), 41,6 (CH —
C-2), 117,3 (CN - C-1), 128,8 (C6 e C8 — Ar), 129,2 (C5 e C9 — Ar), 134,2 (C7- Ar),
135,6 (C4 — Co) e 190,9 (C=0 — Co).

O espectro de massas (Apéndice-Espectro AB) apresentou o sinal do ion
molecular com m/z (%)173 (0,19) e, além desse, os fragmentos caracteristicos com
m/z (%) 171 (0,71), 145 (0,71), 105 (100), 77 (43) e 51 (13). No espectro no IV
(Apéndice-Espectro AC) observa-se a presenca algumas bandas de absor¢cdo em
2976, 2837 e 2870 cm™ relativa ao estiramento da ligagdo CH. Além dessa, observa-
se a banda da nitrila em 2240 cm, caracteristicas do estiramento da ligacédo CN e a

carbonila da cetona em 1689 cm1

Apés a caracterizacdo de 1-A, foi realizada uma reacdo com NaBH4 e
constatou-se que os outros dois sinais aproximadamente em 22,5 e 23,0 minutos na
Figura 13, correspondiam aos diasterecisobmeros do produto 1-A.R. Os

diastereoisbmeros nao foram isolados.
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4.6. Triagem com as enzimas KRED isoladas

Trés enzimas KRED isoladas foram avaliadas em relacéo ao potencial catalitico
de reducao assimétrica da carbonila do substrato 1 (Esquema 25). Diferentes volumes
de élcool isopropilico (IPA) foram utilizados para auxiliar na reciclagem do cofator
NAD(P)H e como cossolvente para a solubilizacdo do substrato.

Esquema 25: Reacdo Geral para reducao assimétrica da carbonila de 1 para (S)-3
utilizando a enzima KRED

KRED
(0] tamp&o 100 mM; OH

=

NAD(P)H NAD(P)*
1 0 OH ()3
)l\ regeneragdao NAD(P)H )\

Condigao reacional: substrato 1 (1 mg; 6,9 mM), IPA (50 uL), tampé&o fosfato de
sédio (PBS) (1,0 mL), enzima (1 mg ou 1 uL), NAD(P)H (0,5 mg; 0,67 uM). O tempo
de reacgdo foi de 24 horas. Para mais detalhes, veja materiais e métodos.

. Os volumes de IPA utilizados foram 50 e 200 uL, correspondendo a 5 e 20%,
respectivamente, do volume do tampéao da reacdo. O volume de 5% foi utilizado por
Rodriguez e colaboradores® e o de 20% foi baseado no guia de protocolos da
Codexis®.84 N&o foi observada nenhuma converséo do substrato 1 no produto 3 com
as enzimas KRED de S. cerevisiae e de horse liver. Entretanto, a enzima KRED
recombinante catalisou a reducdo assimétrica de 1 em (S)-3 com conversao e ee
>99% utilizando 5% de IPA (Tabela 4)

Quando foi utilizado 20% de IPA, a conversao foi de cerca de 90%.
Presumivelmente, foi um volume elevado de IPA e resultou na desnaturacdo da
enzima. Nas duas condi¢des reacionais utilizadas e para as trés enzimas foi possivel
observar apds 40 minutos de reagdo a formagdo de um precipitado branco em

suspensao no meio reacional.

Um experimento foi realizado com a KRED recombinante frente ao substrato 2.
Assim como ocorreu com o0 microrganismo B. cereus, nenhuma conversédo foi

observada apos a substituicdo da nitrila pela amida primaria.



Tabela 4: Conversodes e ee de 1 para (S)-3 catalisada pelas enzimas KRED

Entrada Enzima Conversao (%)? ee (%)°
Sacch
1 accharomyces 0 0
cerevisiae
2 Horse Liver 0 0
3 Recombinante >99 >99 (5)-3

@ Conversdes foram determinadas pelo GC-FID.
b O excesso enantiomérico foi determinado por analise GC-FID quiral.

Rodriguez e colaboradores®? obtiveram conversdo de 70% de 1 em (R)-3 com
a KRED de Lactobacillus brevis apds 48 horas, utilizando 5% IPA. Bisogno e
colaboradores®® utilizaram o octan-2-ol racémico como cossolvente e para auxiliar na
regeneracao do cofator para obter o produto (S)-3 de 1 e o octan-2-ol opticamente
puro via resolucao cinética. A converséo foi de 78% e ee >99% apds 24 horas. Ankati
e colaboradores?® também obtiveram (S)-3 com ee >99% e rendimento 83% utilizando

o sistema glicose/GDH ap06s 48 horas.

A enzima KRED de S. cerevisiae e horse liver sdo dependentes do cofator
NADH e a KRED recombinante de NADPH. Esses cofatores sédo necessarios apenas
em quantidades cataliticas quando sua regeneracdo € acoplada a oxidacdo de IPA
em acetona, servindo como redutor do cofator no ciclo catalitico. Isso torna o processo
mais econdémico, ja que uma segunda enzima, como a glicose desidrogenase (GDH)
nao é necessaria para regenerar o cofator. Portanto, a grande vantagem do IPA sobre
o sistema glicose/GDH para a reciclagem de cofator é o custo. Além disso, ndo é
necessario o controle de pH, pois ndo é gerado o acido glucénico como ocorre na
oxidacdo da glicose catalisada pela GDH. Como algumas KRED necessitam de Mg?*
para manter a atividade catalitica®® como, por exemplo, as oriundas dos
microrganismos Lactobacillus brevis, Rhodococcus ruber e Thermoanaerobacter sp.,
decidimos adicionar ions Mg?* no meio reacional, uma vez que a empresa Sigma-

Aldrich® nao pode fornecer a origem da enzima KRED recombinante.
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4.7. Desenvolvimento das reacdes em cascata simultanea e sequencial para
obtencéo do bloco construtor (S)-4

Ap6s o término das triagens com as enzimas, extratos enzimaticos e
microrganismos, iniciou-se o desenvolvimento das reagdes em cascata. Em relacdo
a escolha das enzimas para a sintese do bloco construtor (S)-4, tinhamos somente
uma opcao na escolha da KRED, entretanto, diversas NHases poderiam ser utilizadas
no desenvolvimento das reacoes em cascata. A NHase escolhida foi a E0257 devido
a maior disponibilidade em nosso laboratério.

Nossa primeira tentativa de obtencdo do enantibmero puro (S)-4 a partir de 1
foi utilizando a abordagem de reacdo em cascata simultanea, uma vez que nao houve
incompatibilidade de tampéao, valores de pH e temperatura de reacao entre as enzimas
KRED recombinante e NHase E0257. A formacdo do composto 2 foi observada na
primeira hora de reacdo com conversdo de 92% e, apos duas horas, toda massa do
substrato 1 havia sido convertida em 2. Como esperado, mesmo apés 24 horas, 0
composto 2 foi o Unico produto detectado para esta condicdo de reacdo, devido a
enzima KRED recombinante ndo ser ativa em relacdo a este substrato. Sabendo que
a enzima KRED recombinante converteu o substrato 1 em (S)-3 e o NHase E0257 é
uma enzima nao seletiva e reagiu com os substratos 1 e (S)-3, decidimos avaliar a

abordagem de reacdo em cascata sequencial.

Até esse momento, tinhamos os resultados das triagens das enzimas com
tempo de reacao de 24 horas, portanto, foi necessario determinar o tempo de reacéo
da enzima KRED recombinante frente ao substrato 1 e da NHase E0257 frente aos
substratos 1 e (S)-3. Entdo, 3 experimentos foram realizados com a KRED
recombinante a fim de verificar o tempo necessario para a conversado do substrato 1
no produto (S)-3. Os experimentos realizados foram de 6, 8 e 16 horas e observou-se
gue em 6 horas aproximadamente 90% do substrato 1 havia sido convertido em (S)-3
e apdés 8 horas a conversdo era de >99%. O ee foi determinado por GC-FID e
manteve-se >99% para o0s trés ensaios, como mostra a Figura 17. A configuracao

absoluta foi determinada no polarimetro e comparada com a literatura.®
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Figura 17: Determinacdo dos excessos enantiomeéricos para a redugdo assimétrica
do composto 1 em (S)-3 catalisada pela enzima KRED recombinante
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Posteriormente, 6 experimentos foram realizados de hora em hora com a
NHase E0257 frente ao substrato 1 e (S)-3. As conversdes de ambos substratos
apresentaram perfil muito idéntico e apos 1 hora de reagdo, as conversdes foram de
92% e em duas horas as conversfées estavam >99%. Entdo, o composto (S)-4 pode
ser obtido ap6s 10 horas reacionais, sendo 8 horas no primeiro estagio para a reducéo
assimétrica enantiosseletiva da carbonila de 1 em (S)-3 e mais duas horas no segundo
estagio para a hidratacdo da nitrila de (S)-3 em (S)-4 como mostra o Esquema 26
abaixo. A porcentagem do ee foi determinada por GC-FID quiral e manteve-se >99%
em ambos os estagios. Novamente, a configuracdo absoluta foi determinada pela

medida da rotacéo éptica no polarimetro e comparada com a literatura.?
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Esquema 26: Reacdo em cascata sequencial para a obtencdo do bloco construtor
(S)-4 a partirde 1

: Estagio 1, 8h Estagio 2, 2h :
: KRED NHase E0257 :
. (o] tampao 100 mM; OH tampao 100 mM; OH O .
E CN pH 7,0; 25 °C CN pH 7,0; 25 °C -
: TN - NH, :
: NADPH NADP* conv. >99% conv. >99%
: 0 N OH ee. >99% ee.>99%
E 1 )J\ regeneracdo NADPH )\ (S5)-3 (S)-4 E

Fonte: Autor, 2018

Para que a reacdo em cascata multienziméticas simultanea pudesse funcionar
com a enzima KRED recombinante, seria ideal que houvesse uma enzima NHase com
pouca atividade frente ao substrato 1 e alta atividade catalitica frente ao substrato 3.
Caso contrario, o composto 2 seria formado mais rapidamente e ndo seria mais
possivel a obtencdo de (S)- 4, uma vez que a enzima KRED recombinante ndo
mostrou atividade frente a esse substrato. Sendo assim, a enzima NHase 016 se
enguadra na condicao inicialmente proposta, pois a conversao de 1 em 2 e rac-3 em
rac-4 foi de 44 e 97%, respectivamente, apos 24 horas. Portanto, baixa atividade no
composto 1 e alta atividade no composto rac-3. Dessa forma, decidimos testar uma
reacdo em cascata simultanea com esta enzima (Esquema 27). Entdo, um
experimento foi realizado e ap6s 24 horas observamos a conversdo do substrato 1
nos compostos 2 (8,6%), (S)-3 (8,9%) e (S)-4 (82,5%). Portanto, uma segunda
metodologia foi desenvolvida para a obtencdo do bloco construtor (S)-4. O ee

manteve-se em >99%.

Esquema 27: Reagdo em cascata simultdnea para a obtencdo do bloco construtor
(S)-4del

NHase 016

KRED recomb.
o PBS 100 mM;

: OH O OH 0O o
. pH 7,0; 25°C N
:[ j ~CN ﬁ» ©)\)LNH2 + ©)\/c +©)ULNH2

+ conv. 82,5% conv. 8,9% conv. 8,6%
NADPH  NADP ee. >99% ee. >99%
0 OH
1 M (S)-4 (8)-3 2
)]\ regeneracao )\

NADPH

Fonte: Autor, 2018
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As demais NHases mostraram alta atividade, isto €, acima de 90% para ambos
os substratos e, provavelmente, ndo poderiam ser utilizadas em reacdo em cascata
multienziméticas simultanea, ja que o composto 2 poderia ser formado rapidamente

e, portanto, inibiria a atividade da enzima KRED recombinante.

A reacao em cascata simultanea, ela é vista como sendo mais “elegante” pelo
fato de que todos os reagentes e (bio)catalisadores sao adicionados simultaneamente
no inicio da reacdo, porém € necessario a otimizacdo de alguns parametros do
processo para que o composto (S)-4 seja formado exclusivamente. Entretanto,
adicionando todos os (bio)catalisadores ou ndo no inicio da reacdo, ambas
apresentam as mesmas vantagens, que sdo: eliminacdo de etapas de extracao e
purificacdo, reducdo do uso de solventes, de energia, de espaco e tempo. Embora a
reacao em cascata multienzimaticas simultanea seja mais “elegante”, a reacdo em
cascata multienzimaticas sequencial também €é bastante interessante e, em nosso

caso, foi a mais eficiente.

Futuramente, pretende-se ampliar o escopo de substratos para estas
metodologias de reacdes em cascatas multienziméticas, como por exemplo, realizar
substituicdes no anel aromatico adicionando grupos doadores e retiradores de
elétrons em diferentes posi¢des, substituir o anel aromético por heterociclos assim
como adicionar substituintes na posicao alfa dos substratos. Portanto, a partir desses
resultados, ha a possibilidade de realizar um estudo muito amplo e rico de natureza
quimica que certamente contribuird com a literatura cientifica e, possivelmente, com

potencial aplicacéo industrial.



5. CONCLUSOES

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

economicamente.

Véarias NHases apresentaram excelentes conversdes e grande potencial para
serem utilizadas em sintese utilizando condi¢cdes suaves de reacdo para a formacao

amidas primarias, dificilmente obtidas pela sintese convencional.

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

nitrila, amida primaria e acido carboxilico na atividade catalitica.

A levedura S. cerevisiae catalisou a conversdo majoritaria do substrato 1 na
formacdo de produtos alquilados. Os microrganismos contendo cetorredutase
apresentaram baixas conversdes (5 — 26%) e bons excessos enantioméricos (87 —
92%), do enantibmeros (S)-3.

Diante dos resultados obtidos, esse trabalho mostrou o grande potencial da
Biocatalise, especialmente para a grande quantidade de enzimas NHases que



N

catalisaram de forma muito eficiente a reacdo de formacdo de amida primaria; uma
importante funcao organica dificilmente obtida pelos métodos tradicionais de sintese.
Além disso, esse trabalho contribuira para o aperfeicoamento e novos
desenvolvimentos de processos de reagbes em cascatas multienziméticas
estereosseletivas que demonstram grande potencial no meio académico e, portanto,
promissores para a obtencdo de processos industriais mais sustentaveis, seguros e

eficientes.
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7. ANEXO
Espectro A: RMN de 'H do composto 2 (300,19 MHz, CDCls)
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Espectro B: RMN de 3C e DEPT 135 do composto 2 (300,19 MHz, CDClz)
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Espectro C: Espectrometria de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto
2
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Espectro D: Espectrofotometria na regido do infravermelho (ATR) do composto 2
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Espectro E: RMN de H do composto rac-3 (300,19 MHz, CDClz)
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Espectro F: RMN de 13C e DEPT 135 do composto rac-3 (300,19 MHz, CDCls)

*
rac-3
o) NON YT
< aoln o a <
=) B oLl N - <
< NN i o ~N
— — o — ~N (s}
I ~ 7| I I
[
| |
|
I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 0
(0] f1 (ppm)
NN
o © L0 a n
CN 0 ¢S 13 - o
NN AN S ~N
* — = ~N [a\}
N
Pl
rac-3
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 80 70 60 50 40 30 20 10 0

0 90
f1 (ppm)



(90 |

Espectro G: Espectro de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto rac-

3
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Espectro H: Espectrofotometria na regiao do infravermelho (ATR) do composto rac-
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Espectro I: RMN de *H do composto rac-4 (300,19 MHz, CD30OD)
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Espectro K: Espectrometria de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto

rac-4
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Espectro L: Espectrofometria na regido do infravermelho do composto rac-4
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Espectro M: RMN de 'H do composto 3-amino-3-fenilacrilonittrila (300,19 MHz,
CDCls)
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Espectro N: RMN de **C e DEPT 135 do composto 3-amino-3-fenilacrilonittrila
(300,19 MHz, CDCls)
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Espectro O: Espectrometria de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto
3-amino-3-fenilacrilonitrila
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Espectro P: Infravermelho (ATR) do composto 3-amino-3-fenilacrilonittrila
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Espectro Q: RMN de *H do composto rac-5 (300,19 MHz, CDClz)
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Espectro R: RMN de 'C e DEPT 135 do composto rac-5 (300,19 MHz, CDCls)
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Espectro S: Espectrometria de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto

rac-5
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Espectro T: Infravermelho (ATR) do composto rac-5
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Espectro U: RMN de H do composto rac-6 (300,19 MHz, CD3SOCD3)
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Espectro V: RMN de C do composto rac-6 (300,19 MHz, CD3SOCD3)
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Espectro X: Espectrometria de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto
rac-6
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Espectro Z: Espectrofometria na regiao do infravermelho (ATR) do composto rac-6
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Espectro Y: RMN de *H do composto 1-A. (300,19 MHz, CDCl3)
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Espectro Z: RMN de *C do composto 1-A. (300,19 MHz, CDCIls)
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Espectro AB: Espectrometria de massas por impacto de elétrons (70 eV) do
composto 1-A.
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Espectro Z: Espectrofometria na regido do infravermelho (ATR) do composto 1-A.
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