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RESUMO

O emprego da Biocatalise utilizando enzimas isoladas ou células integras fornece
alternativas eficientes e potencialmente quimio-, regio- e estereosseletivas para a transformacéo
de uma ampla variedade de compostos organicos. Neste trabalho aplicamos a Biocatalise na
sintese quimioenzimatica de derivados de o-metil-B-hidroxiéster utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae na reducdo de a-metileno-p-cetoésteres e também na sintese de 4-
tiazolidinonas através de uma reacdo multicomponente one-pot combinada com o uso de
biocatalisadores. Dessa forma esta tese € composta de trés capitulos, sendo o primeiro uma
introducdo geral seguida de dois capitulos de trabalho experimental, resultados e discusséo.
Os a-metil-B-hidroxiésteres sdo compostos importantes para a sintese organica assimétrica,
onde sdo aplicados como blocos construtores para a sintese de diversos compostos. Nesse
contexto, existe um grande interesse na busca por métodos convenientes e seletivos para sua
sintese. Dentre as estratégias mais estudadas, a reducao assimétrica de a-metileno-p-cetoésteres
tem sido a via mais investigada. Neste trabalho, a rota sintética proposta para a obtencdo dos
substratos a-metileno-p-cetoéster consistiu na obtencdo dos a-metileno-B-hidroxiésteres
através da reacdo de Morita-Baylis-Hillman (rendimentos de 64 a 96%), seguida por uma reacédo
de oxidacdo utilizando o acido 2-iodoxibenzoico (IBX) (rendimentos de 88 a 95%). Os
substratos a-metileno-B-cetoésteres foram submetidos a reacdo de reducéo utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Os a-metil-B-hidroxiésteres foram obtidos com conversdes de 66 a
99%, diastereosseletividade de até 91:9 e excessos enantioméricos maiores que 99% para todos
os diastereoisébmeros. De maneira geral, podemos concluir que a levedura S. cerevisiae foi
capaz de reduzir os a-metileno-p-cetoésteres a a-metil-p-hidroxiésteres com alta diastereo- e
enantiosseletividade.

As 4-tiazolidinonas sdo um importante nicleo heterociclico presente em diversos
compostos biologicamente e farmacologicamente ativos. Portanto, ha um grande interesse no
desenvolvimento de metodologias adequadas para sintetizad-lo. A eficiéncia das reacdes
multicomponentes combinadas com 0s aspectos sustentaveis da Biocatalise foram empregadas
na sintese desta classe de compostos. Uma cole¢do de células microbianas, enzimas isoladas e
a albumina de soro bovino foram triados para atividades cataliticas nesta reacdo. A influéncia
do solvente, a relacdo estequiométrica dos substratos e os substituintes no anel aromético dos
aldeidos também foram avaliados. Em relagdo a proporcdo estequiométrica de substratos os
melhores resultados foram observados quando se utilizou uma propor¢éo de 1: 1: 3 de aldeido:



amina: acido carboxilico. A relag&o entre o substituinte do anel aromético dos aldeidos e a taxa
de reacdo ndo ficou clara ja que as conversdes variam com os diferentes biocatalisadores
testados. De maneira geral as 4-tiazolidinonas foram obtidas com rendimentos bons a

moderados (52 a 69%), sob condicdes de reacdo suaves.

Palavras-chave: Biorreducdo, Adutos de Morita-Baylis-Hillman, Saccharomyces cerevisiae,

Reac6es Multicomponentes, 4-Tiazolidinonas.



ABSTRACT

The application of biocatalysis using isolated enzymes and entire cells is a powerful tool
to transform a wide range of organic compounds in chemo-, regio- and stereoselective mode.
In this work, we applied the biocatalysis in the chemical enzymatic synthesis of a-methyl-p-
hydroxy ester using Saccharomyces cerevisiae by the reduction of a-methylene-p-keto ester
and 4-thiazolidinones by a one-pot multicomponent reaction combined biocatalysts. This work
is composed by a general introduction followed by two chapters of experimental work, results
and discussion.

The a-methyl-B-hydroxy ester is an important compound for asymmetric organic
synthesis, where they are applied as building blocks to the synthesis of several compounds. This
synthesis is getting attention following appropriate methodologies and high selectivity. In the
most studied strategies, the asymmetric reduction of a-methylene-B-keto ester in the chemical
or enzymatic path are one of the most investigated approaches. The synthesis route to the
formation of a-methylene-f-keto ester was the conversion of a-methylene-p-hydroxy ester by
Morita-Baylis-Hillman reaction (yields of 64 to 96%), followed by an oxidation reaction using
IBX (yields of 88 to 95%). The a-methylene-B-keto ester substrates were exposed as a reactant
to the reduction reaction applying Saccharomyces cerevisiae. The product a-methyl-p-hydroxy
ester were produced with 66 to 99% of conversion, the diasteroselectivity of 91:9 and
enantiomeric excess higher than 99% to all diasteroisomers. Concluding, the S. cerevisiae could
reduce the a-methylene-pB-keto ester to a-methyl-B-hydroxy ester with high diastereo- and
enantioselectivity.

The 4-thiazolidinones are an important heterocyclic scaffolds present in many
biologically and pharmacologically active compounds. Therefore, the development of a proper
methodology to synthesize this compound is an actual concern. The efficiency of
multicomponent reactions combined with the sustainable feature of biocatalysis were employed
in the synthesis of these compounds. A collection of microbial cells, isolated enzymes and
bovine serum albumin were screened for catalytic activities. The solvent influence,
stoichiometric relations between substrates and the aromatic ring substitutes in the aldehydes
were evaluated either. The stoichiometric relation were the greater in the proportionof1:1:3
aldehyde : amine : carboxylic acid. The relation between the aldehyde aromatic ring substitutes

and the reaction rate was not clear, since the conversions vary with the tested biocatalysts.



Summarizing, the 4-thiazolidinones were obtained with good and moderate yields (52 to 69%),
under mild reaction conditions.

Keywords: Bioreduction, Morita-Baylis-Hillman adducts, Saccharomyces cerevisiae,
Multicomponent reactions, 4-Thiazolidinones.



Apresentacéo geral da tese

A presente tese € composta de trés capitulos, sendo o primeiro uma introducdo geral
seguida de dois capitulos de trabalho experimental, resultados e discusséo.

A introducéo geral da tese procura dar uma perspectiva sobre a potencialidades do uso
da Biocatalise em sintese organica, relevando, sobretudo, as vantagens apresentadas em relacédo
aos catalisadores quimicos e o uso dos biocatalisadores nas formas de células integras e enzimas
isoladas.

O segundo capitulo refere-se a sintese quimioenzimatica de derivados de o-metil-p-
hidroxiéster utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae na reducdo de a-metileno-f3-
cetoesteres.

O terceiro capitulo aborda a sintese de 4-tiazolidinonas através de uma reagdo
multicomponente one-pot combinada com o uso de biocatalisadores.

Os capitulos 2 e 3 estdo organizados nos seguintes itens: “Resumo”, “Introducdo”,
“Resultados e Discussdo” e “Conclusdes”. As “Conclusdes gerais”, a “Parte Experimental”, as

“Referéncias Bibliograficas” e os “Anexos” encontram-se no final da tese.
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Capitulo 1: Introducéo geral

Capitulo 1. Introducéo geral

“The art to make ‘impossible’ reactions work by using the most powerful catalysts on earth —
enzymes — is known as BIOCATALYSIS.”

Professor Kurt Faber

Biocatalysis is the chemical process through which enzymes or other biological catalysts
perform reactions between organic components.

Nature

Ao longo da histéria da humanidade os micro-organismos apresentaram uma enorme
importancia social e econdmica. A aplicacdo de micro-organismos e enzimas microbianas para
a preparacdo e conservacdo de alimentos e bebidas tem uma longa histéria (REETZ, 2013;
SHELDON; PEREIRA, 2017).

Os seres humanos tém utilizado enzimas h& milhares de anos em fermentacfes para
produzir ou conservar alimentos, tais como queijo, vinho, vinagre e cerveja. Os sumérios e 0s
babil6nios utilizavam micro-organismos na fermentacdo de cerveja antes de 6000 a.C.,
referéncias a fabricacdo de vinhos podem ser encontradas no Livro de Génesis e 0s egipcios
usavam leveduras para fazer pdo (SHELDON; PEREIRA, 2017; WANDREY; LIESE;
KIHUMBU, 2000).

Os exemplos mais antigos do uso intencional de micro-organismos para conversdes
desejadas em escala industrial datam de 1815 e 1880, para a producdo de &cido acético a partir
de etanol e de acido latico (enantiopuro), respectivamente (WANDREY:; LIESE; KIHUMBU,
2000).

Os micro-organismos sdo atualmente utilizados para a producédo de diversos compostos
qguimicos complexos: na producdo de metabdlitos primarios como &cidos organicos,
aminoéacidos, nucleotideos e vitaminas e metabdlitos secundarios como antibidticos, perfumes,
corantes e pigmentos. A utilizacdo de micro-organismos atualmente é especialmente atrativa
para a producdo de compostos enantiomericamente puros (CHIN-JOE, 2002).

O interesse pela sintese de compostos oticamente puros é cada vez mais frequente nas
industrias farmacéuticas, de quimica fina e alimenticias onde a importancia da relacéo entre
atividade biologica e estereoisomerismo destes compostos ja esta bem estabelecida. Contudo,

apesar dos constantes progressos em sintese assimétrica, a obtencdo de compostos
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enantiomericamente puros ainda €, certamente, um dos desafios mais importantes para a sintese
organica e, por consequéncia, para a industria atualmente (CUNHA et al., 2015).

Na ultima década, o regulamento REACH (Registration, Evaluation, Authorization and
Restriction of Chemicals), que tem como objetivo melhorar a protecdo da satude humana e do
ambiente frente aos riscos que podem resultar dos produtos quimicos toxicos, e as restricdes
ambientais aprovadas pelos EUA, Japéo e Unido Europeia, resultaram em um grande debate na
industria de produtos quimicos finos sobre o seu futuro. De forma geral, o0 aumento das
condicdes de seguranca, qualidade e a minimizacdo dos impactos ambientais nos processos
industriais, apontaram a necessidade de um desenvolvimento mais sustentavel e
economicamente atraente para a sintese de compostos enantiomericamente puros (SOLANO et
al., 2012).

A Quimica Verde, que visa minimizar os riscos ambientais dos processos quimicos e
seus produtos, pode ser definida como o desenho, desenvolvimento e implementacdo de
produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou geracao de substancias nocivas
a salde humana e ao ambiente. Desde a sua introducdo por Anastas, este principio inspirou 0s
pesquisadores a repensar criticamente a quimica, em relacao ao seu potencial impacto causado
ao meio ambiente. Em especial, os 12 Principios da Quimica Verde tém sido fonte de inspiracdo
e servem de orientacdo para este processo. A Biocatalise é amplamente considerada como uma
das tecnologias-chave para o sucesso da implementacéo da Quimica Verde pois cumpre Varios
dos 12 principios e € considerada como sendo quimica verde per se. Desta forma, a Quimica
Verde, vem mudando paradigmas na pesquisa e desenvolvimento das industrias. (MCELROY
et al., 2015; NI; HOLTMANN; HOLLMANN, 2014; SHELDON, 2012, 2016, 2017,
SHELDON; PEREIRA, 2017).

Diante do contexto apresentado, nas Ultimas décadas, observou-se um crescente
interesse no emprego de biocatalisadores (enzimas e/ou micro-organismos) em sinteses
organicas tanto no meio académico como no setor industrial.

Os processos de sintese quimica tradicionais usualmente fornecem altos rendimentos,
no entanto, eles podem néo ser amigaveis com o meio ambiente e muitas vezes estdo associados
a producdo de subprodutos indesejados, levando a uma reducdo de eficiéncia e aumentando 0s
custos do processo. Em comparacdo com a catalise quimica cléssica, a Biocatalise oferece
algumas vantagens Unicas, Tabela 1, e se apresenta como uma alternativa eficiente e

ambientalmente amigavel em relacdo a sintese quimica tradicional (LIN; TAO, 2017).
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens da Biocatalise em comparacdo com a catalise quimica.

- Potencial seletividade (regio-, quimio-, e estereosseletividade).
- Alta eficiéncia catalitica.
Vantagens - ReacOes de vérias etapas one-pot com regeneracao dos cofatores (células integras).
- Reuso as vezes é possivel.
- CondicGes operacionais mais suaves.
- Ambientalmente amigavel.
- Estabilidade do catalisador: o biocatalisador pode ser suscetivel a inibicdo pelo
substrato ou pelo produto.
- Pode ocorrer inativacdo a altas temperaturas, em condicGes extremas de pH, ou
Desvantagens  em solventes organicos.
- A membrana celular pode atuar como uma barreira de transporte de massa.
- Pode ocorrer a formagao de subprodutos indesejaveis que dificultam a purificacdo
do produto.
Fonte: Adaptado de Lin e Tao (LIN; TAO, 2017).

A principal vantagem apresentada pelos biocatalisadores é a sua alta seletividade. A alta
seletividade de um catalisador, regio-, quimio- e estereosseletividade, € uma caracteristica
desejavel na area de sintese organica, especialmente na sintese de moléculas complexas com
diferentes grupos funcionais, e proporciona beneficios como o reduzido ou inexistente uso de
grupos de protecdo, minimizando reacGes secundéarias de protecdo e desprotecdo. Diversos
exemplos mostram a capacidade dos biocatalisadores para promover reacdes dificeis ou
impossiveis pelas vias sintéticas classicas (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

As enzimas também sdo consideradas catalisadores eficientes do ponto de vista
energeético, pois operam a temperaturas e pressées brandas. Geralmente, 0 meio reacional é a
agua e o pH do meio situa-se numa faixa moderada, oferecendo condicdes reacionais desejadas.
Adicionalmente, os biocatalisadores sdo catalisadores provenientes de fontes naturais e,
portanto, causam um impacto ambiental menor comparados aos catalisadores sintéticos, 0s
quais sdo, por muitas vezes, obtidos através de vias sintéticas complexas e poluentes
(BOMMARIUS; RIEBEL, 2004). Além disso a maioria dos sistemas quimio-cataliticos
empregam metais, e a sustentabilidade da oferta em termos de reservas e potenciais impactos
geopoliticos precisam ser considerados. Atualmente ja existem elementos definidos como
criticos em relacdo ao alto risco de escassez de suprimento (em termos de abundancia e/ou
questdes geopoliticas). Elementos como ruténio, rédio, platina e ouro correm risco de
esgotamento dentro dos proximos 5-50 anos, enquanto elementos como paladio, niquel e cobre
correm risco de esgotamento dentro dos proximos 50-100 anos (McCELROY et al., 2015).

Os biocatalisadores podem ser utilizados de diferentes formas, como células integras,
imobilizadas ou ndo, extratos enzimaticos brutos, ou ainda como enzimas puras, imobilizadas

ou ndo. Os micro-organismos e enzimas utilizados podem ser selvagens ou modificados
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geneticamente. Quando os biocatalisadores sdo utilizados na forma de células integras
fornecem algumas vantagens Unicas sobre o uso de extratos enzimaticos brutos, e de enzimas
puras. Inicialmente, o uso de células integras ¢ a forma mais econémica de uso dos
biocatalisadores, especialmente quando ha necessidade de cofatores, ja que as células integras
fornecem os cofatores necessarios para as biotransformacdes e simplificam sua regeneracéo,
geralmente tornando desnecessaria a adicdo externa de cofatores, o que simplifica o
procedimento e reduz os custos (WACHTMEISTER; ROTHER, 2016). O fornecimento e
regeneracdo dos cofatores permite que os biocatalisadores na forma de células integras sejam
aplicados com sucesso em reacdes em cascata, que abrangem multiplas rea¢fes consecutivas
(LADKAU; SCHMID; BUHLER, 2014).

As células integras ainda fornecem o ambiente mais conhecido para as enzimas. A
presenca da membrana celular protege e ajuda na estabilizacao das enzimas, evitando alteracfes
conformacionais na estrutura tridimensional proteica (CARVALHO, 2017; LIN; TAO, 2017,
WACHTMEISTER; ROTHER, 2016).

Nas ultimas décadas, muitos processos biocataliticos utilizando células integras foram
implementados para produzir uma grande variedade de produtos em grandes industrias (Tabela
2) (CARVALHO, 2017).
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Tabela 2. Producdo industrial de produtos farmacéuticos e produtos quimicos finos utilizando biocatalisadores.

Producao

Composto Micro-organismo (ton/ano) Empresa
O
Rhodococcus S
AN
\)J\NH2 rhodochrous J1 30.000 Mitsubishi Rayon
Acrilamida
]
NTX NH, Rhodococcus
| _ rhodochrous J1 6.000 Lonza
Nicotinamida
NS T p—
N grobacterium/Rhizobium
~ OH HK 1349 180 Lonza
L-Carnitina
O o
NH
lodobacter sp. - Swissaustral
Violaceina
Paracoccus denitrificans Sanofi-Aventis, Hebei Huarong
Vitamina B12 Propionibacterium 35 Pharmaceutical, NCPC Victor
shermanii e Hebei Yuxing Bio-Engineering
]
HoN .
MOH Corynebacterium 1,9 milhdes Ajinomoto
glutamicum
NH,
L-Lisina
O O
HOWOH Corynebacterium 2.9 milhdes Ajinomoto
glutamicum
NH,
L-Glutamato

Fonte: Adaptado de Carvalho (CARVALHO, 2017)

A utilizacdo de células integras como biocatalisadores apresenta importantes vantagens
em relacdo as enzimas isoladas, porém também apresenta algumas desvantagens.

Reac0es biocatalisadas utilizando células integras podem apresentar, muitas vezes, um
maior numero de produtos secundarios, ja que outros sistemas enzimaticos presentes na célula
podem catalisar reacGes indesejaveis no substrato ou ainda nos produtos da reacdo. O uso de
solventes organicos ainda pode ser uma limitacao, visto que estes podem danificar a membrana
celular e desta forma inativar o sistema catalitico. A toxicidade do substrato para a célula e a
capacidade de penetracdo do substrato na célula podem ser obstaculos a utilizacdo de células
integras como biocatalisadores. Outro fator a ser considerado € a recuperagdo do produto final,
que pode ser complexa.
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As enzimas isoladas apresentam como principais vantagens uma maior seletividade,
facilidade na recuperacéo do produto ao final da reacdo e a possibilidade de usar cossolventes,
sistema multifasicos ou mesmo, solventes organicos dependendo da estabilidade da enzima.

Contudo, a utilizacdo de enzimas isoladas apresenta como desvantagens o elevado custo
de producéo, a baixa estabilidade de algumas enzimas e a necessidade de adicéo e regeneragéo
dos cofatores (em enzimas dependentes de cofatores). Além disso, ndo sdo todos 0s
catalisadores enzimaticos presentes nas células que podem ser isolados, existem alguns que ndo
resistem aos processos de isolamento e purificagio (BOMMARIUS; RIEBEL, 2004;
HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

Como foi apresentado, os biocatalisadores na forma de células integras, ou na forma de
enzimas isoladas apresentam vantagens e desvantagens, assim a escolha do biocatalisador deve

ser analisada caso a caso.
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4. CONCLUSOES GERAIS

No desenvolvimento deste trabalho, foi possivel efetuar biorredugcdes enzimaéticas
quimio- e enantiosseletivas em a-metileno-f-cetoésteres e demonstrar as potencialidades da
catalise enzimatica na sintese dos derivados de 2,3-diaril-4-tiazolidinonas. Ambos substratos
apresentam potencial interesse em sintese organica assimétrica.

No Capitulo 2, apresentamos a obtengdo dos o-metil-B-hidroxiésteres com alta
diastereo- e enantiosseletividades atraves de uma reducgdo biocatalitica utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Os resultados apontados neste capitulo confirmaram as
potencialidades da aplicacdo da Biocatalise e da levedura Saccharomyces cerevisiae na sintese
dos a-metil-p-hidroxiésteres.

No Capitulo 3, mostramos que os derivados de 2,3-diaril-4-tiazolidinonas podem ser
sintetizados com bons rendimentos empregando a eficiéncia das reacdes multicomponentes
combinadas com os aspectos sustentaveis da Biocatalise. Os resultados apresentados neste
capitulo evidenciaram as potencialidades da catalise enzimética na sintese dos derivados de 2,3-
diaril-4-tiazolidinonas e podem contribuir para o desenvolvimento de novas metodologias
sintéticas mais sustentaveis para a preparacao dessa classe de compostos.

De maneira geral, demonstramos com este trabalho que o emprego da Biocatalise
utilizando enzimas isoladas ou células integras € capaz de fornecer alternativas eficientes e
potencialmente quimio- e estereosseletivas para a transformacdo de uma ampla variedade de

compostos organicos.
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