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RESUMO

Os compostos poliacetilénicos sdo metabdlitos secundarios biossintetizados por diferentes
organismos dentre 0s quais se destacam espécies de esponjas marinhas, e que apresentam em
suas estruturas uma ou mais unidades alquinilcarbindlicas. Estes compostos chamam a
atencdo por apresentarem elevada atividade contra células cancerigenas. Neste projeto
descrevemos 0 estudo da resolucdo cinética enzimatica (RCE) de cinco acetatos de
alquinilcarbindis racémicos, via reacdo de hidrolise catalisada por lipases, para produzir os
alquinilcarbindis (R e S) enantiomericamente puros ou enantioenriquecidos. Portanto, o
acetato rac-heptadeca-1,4-di-in-3-ila (rac-2-Ac) foi utilizado como substrato “modelo” no
estudo. Ap6s uma triagem, foi selecionada a lipase de C. antarctica B imobilizada em resina
acrilica (CAL-B), a qual levou a valor de conversdo de 50%, valores de excesso
enantiomérico do alcool e do acetilado > 99% e enantiosseletividade (E)> 200 em um tempo
reacional de 48 h a 30 °C sem co-solvente. Portanto, a CAL-B foi utilizada para estender o
estudo da RCE do acetato rac-heptadeca-1,4,6-tri-in-3-ila (rac-3-Ac), do acetato rac-
heptadeca-1-en-4-in-3-ila (rac-4-Ac) e do acetato rac-heptadeca-1-in-3-ila (rac-5-Ac). Em
todas as RCEs, a CAL-B foi mais eficiente na presenca de acetonitrila como co-solvente,
variando os parametros tempo e temperatura para se obter os melhores resultados e assim
produzindo alcoois (R)- e (S) com conversdes de 50%, enantiosseletividades (E) = 194->200 e
altos valores e.e. [(R)-3 e (S)-3-Ac, e.e. 98%, em 7 h e 20 °C; (R)-4, e.e. 97% e (S)-4-Ac, e.e.
95%, em 3 h e 25 °C; (R)-5 e (S)-5-Ac, e.e. 96%, em 5 h e 25 °C). J4 o acetato rac-(tri-
isopropilsilil)penta-1,4-di-in-3-ila (rac-6-Ac) é um dialquinilcarbinol (DAC) verséatil C5 com
cadeia carbdnica diferente dos demais rac-acetatos (2, 3, 4 e 5) que apresentavam estruturas
com 17 atomos de carbono. Para o substrato rac-6-Ac, em 24 h a 40 °C, as melhores
condicdes para se obter (R)-6 e (S)-6-Ac, e.e.> 99% incluiu a utilizacdo da lipase T.
lanuginosus (TLL) na presenca de tetraidrofurano como co-solvente. A propor¢do de
enzima:substrato de 2:1 foi utilizada em todas as RCEs dos acetatos de alquinilcarbinol
racémicos supracitados. Os (S)-alcoois foram obtidos pela hidrélise mediada por lipase dos
compostos (S)-acetatos, exceto para rac-2-Ac (hidrdlise quimica). Os rendimentos dos

alquinilcarbindis (R e S) puros ou enantioenriquecidos variaram entre 39 a 88%.

Palavras-chave: Biocatalise. Lipase. Alquinilcarbinol. Resolucéo cinética enzimatica.



ABSTRACT

Polyacetylenic compounds are secondary metabolites biosynthesized by different organisms,
among which are species of marine sponges, which have in their structures one or more
alkynylcarbinolic units. These compounds are noteworthy for their high activity against
cancer cells. In this project we describe the study of the enzymatic kinetic resolution (EKR) of
five racemic alkynylcarbinols acetates, via lipase-catalyzed hydrolysis reaction, to produce
the enantiomerically pure or enantioenriched alkynylcarbinols. Therefore, rac-heptadeca-1,4-
di-in-3-yl acetate (rac-2-Ac) was used as a “model” substrate in the study. After screening,
the lipase of C. antarctica B immobilized on acrylic resin (CAL-B) was selected, which led to
a conversion value of 50%, values of enantiomeric excess of alcohol and acetylate >99% and
enantioselectivity (E)> 200 in a reaction time of 48 h at 30 °C without co-solvent. Therefore,
CAL-B was used to extend the EKR study of rac-heptadeca-1,4,6-tri-in-3-yl acetate (rac-3-
Ac), rac-heptadeca-1-en-4-in-3-yl acetate (rac-4-Ac) and rac-heptadeca-1-in-3-yl acetate
(rac-5-Ac). In all EKRs, CAL-B was more efficient in the presence of acetonitrile as a co-
solvent, varying the time and temperature parameters to obtain the best results and thus
producing (R)- and (S) alcohols with 50% conversions , enantioselectivities (E) 194->200 and
high values e.e. [(R)-3 and (S)-3-Ac, e.e. 98%, at 7 h and 20 °C; (R)-4, e.e. 97% and (S)-4-Ac,
e.e. 95%, in 3 h and 25 °C; (R)-5 and (S)-5-Ac, e.e. 96%, in 5 h and 25 °C). The rac- (tri-
isopropylsilyl) penta-1,4-di-in-3-yl (rac-6-Ac) acetate is a versatile C5 dialquinylcarbinol
(DAC) with a different carbon chain from the other rac-acetates (2, 3, 4 and 5) that had
structures with 17 carbon atoms. For the substrate rac-6-Ac, in 24 h at 40 °C, the best
conditions to obtain (R)-6 and (S)-6-Ac, e.e. >99% included the use of lipase T. lanuginosus
(TLL) in the presence of tetrahydrofuran as a co-solvent. The ratio of enzyme: substrate of 2:
1 was used in all the EKCs of the racemic alkynylcarbinol acetates mentioned above. The (S)
-alcohols were obtained by lipase-mediated hydrolysis of the (S)-acetate compounds, except
for rac-2-Ac (chemical hydrolysis). The yields of pure or enantioenriched alkynylcarbinols (R
and S) ranged from 39 to 88%.

Keywords: Biocatalysis. Lipase. Alkynylcarbinol. Enzymatic kinetic resolution.
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1 INTRODUCAO

Os lipideos alquinilcarbindis (LACs) sdo produtos naturais acetilénicos bem conhecidos por
suas excelentes atividades citotoxicas (LISTUNOV et al., 2015a). Os compostos desta classe
sdo representados por um &lcool propargilico secundério quiral contendo uma unidade lipidica
ligada ao carbono carbindlico (1, Figura 1). A fracdo alquinilcarbinol terminal foi
identificada como o farmacdforo quiral que induz a citotoxicidade dos LACs. Estudos da
relacdo estrutura-atividade com um conjunto de compostos bioinspirados sintetizados
provaram que a configuracdo absoluta do centro estereogénico, além do grau de insaturacdo
na posicao propargilica interna e o comprimento da cadeia lipidica desempenham um papel
fundamental em suas bioatividades (ARFAOQUI et al., 2013; LISTUNOV et al., 2018a e
LISTUNOV et al., 2018b)

O notével potencial antitumoral de LACs naturais isolados de diferentes fontes motivou a
sintese assimétrica de uma variedade de analogos quirais para avaliacdo bioldgica
(LISTUNOV et al.,2018b). Os compostos heptadeca-1,4-di-in-3-ol (2), heptadeca-1,4,6-tri-in-
3-ol (3), heptadec-1-en-4-in-3-ol (4), e heptadec-1-in-3-ol (5) exibindo cadeias lipidicas C14,
insaturadas ou ndo, sdo exemplos de LACs sintéticos que foram projetados e preparados para
estudos de citotoxicidade (Figura 1). Os lipideos dialquinilcarbindis (DACs)
enantioenriquecidos (R)-2 (e.e. 76%) e (S)-2 (e.e. 91%) foram obtidos empregando (-)-N-
metilefedrina ((-)-NME) como indutor quiral em reacdes modificadas de Carreira (ARFAQUI
etal., 2013).

Posteriormente, usando uma estratégia semelhante sintetizou-se outros LACs especificos,
como os butadiinil alquinilcarbindis (BACs) (R)-3 (e.e. 84%) e (S)-3 (e.e. 84%), incorporando
duas ligacOes triplas conjugadas na cadeia lipidica, e os alquinil alquenilcarbindis (AACs)
(R)-4 (e.e. 76%) e (S)-4 (e.e. 91%), incorporando uma ligacdo dupla e uma ligacdo tripla
(LISTUNOV et al.,, 2018b). Uma abordagem diferente foi considerada para a sintese
enantiosseletiva do LAC (S)-5, contendo uma cadeia lipidica totalmente saturada (e.e. >99%).
Este LAC foi preparado atraves da reducdo assimétrica da inona correspondente com o
catalisador Noyori Ru Il, formado um alquino protegido por tri-isopropilsilil (TIPS). Em
seguida, apos a dessililacdo obteve o0 analogo (S)-5 (ARFAOUI et al., 2013).

Portanto, as sinteses quimicas assimétricas desses trés LACs (2, 3 e 4) produziram
enantibmeros (R e S) com excessos enantioméricos (e.e.'s) moderados e para 5 sintetizou um

unico enantidmero com configuracdo (S) com excesso enantiomérico excelente.
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Figura 1. Representacéo geral dos LACs (1) e estruturas quimicas dos compostos bioinspirados sintéticos
2-5.
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Outra abordagem para obter os lipideos dialquinilcarbindis (SHARMA e
CHATTOPADHYAY, 1998) e alquinil-alenilcarbindis (LISTUNOV et al., 2018b) consiste

em utilizar como intermediario o DAC (C5) quiral protegido por trialquil-sililo (6, Figura 2).

Figura 2. Dialquinilcarbindis (DACs) sililados quirais ""pequenos™ (6), que podem ser utilizados como
precursores essenciais para a sintese de varios lipideos alquinilcarbinéis quirais (LACs)

OH OH OH
Metinilagcdo de /\/\(\/{n
> ou
Z 6 AR V4

R™ (RorS) Crabbé-Ma 0

Dialquinilcarbinois Alquinil-alenilcarbinois

R = tert-butildimetilsililo (TBDMS)
ou
R= triisopropilsililo (TIPS)

Lipideos alquinilcarbinéis quirais (LACs)

E importante ressaltar que segundo a literatura todas as tentativas de preparagdo do (R)- e (S)-
6, enantiomericamente puros falharam através de sintese assimétrica, o que levou os autores a
empregarem a resolucéo cinética enzimatica (RCE) via acilagdo como metodologia alternativa
(LISTUNOV et al., 2018a).

Tentativas de resolver o derivado protegido com tert-butildimetilsililo (TBDMS) (rac-6-
TBDMS) através da RCE mediada por lipases por meio da reacdo de acilagdo foram
realizadas pela primeira vez usando as lipases de Pseudomonas fluorescens e Candida rugosa.
No entanto, o melhor resultado alcancado com a lipase Candida rugosa ainda foi modesto,

com valores moderados de conversdo (c = 35%) e excessos enantioméricos (e.e.p 96%; e.e.s
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71%) (SHARMA e CHATTOPADHYAY, 1998). O analogo derivado protegido com tri-
isopropilsililo (TIPS), rac-6-TIPS, também foi submetido a RCE, via reacdo de acilacéo,
usando a lipase CAL-B imobilizada em resina acrilica (LISTUNOV et al., 2018a). Neste caso,
a resolucdo alcancou 31% de conversdo, levando ao (R)-6-TIPS com e.e.>99% e ao (S)-6-
TIPS com e.e. de apenas 42%. Para elevar o e.e. de (S)-6-TIPS para 95%, os autores repetiram
3 vezes a reacdo com o referido alcool enantioenriquecido, isolado ap6s cada resolucéo.
Portanto, o desenvolvimento de métodos de RCE do rac-6-TBDMS e rac-6-TIPS,
considerado um intermediario importante em sintese organica, ainda representa um desafio
para a area de biocatélise (LISTUNOQV et al., 2018a e LISTUNOV et al., 2018b)

Os resultados acima mencionados mostraram que o desenvolvimento de metodologias
biocataliticas para a producdo de LACs enantiopuros, além do intermediario
dialquinilcarbinol de cadeia pequena protegidos por trialquil-sililo (DAC-C5) permanece um
desafio sinteticamente relevante. Dessa forma, o principal objetivo do trabalho foi produzir
ambos os enantiomeros (R) e (S) em suas formas enantiopura/enantioenriquecida e, aqui,
relatarei os resultados dos estudos de RCE catalisada por lipases (via hidrolise) dos acetatos
rac-LACs (2, 3, 4 e 5), bem como do precursor protegido por TIPS de alto valor agregado (6).
Foram utilizadas lipases comercialmente disponiveis (formas livres e imobilizadas).

Assim, a biocatélise (catalise enzimatica) demonstra ser uma alternativa verde a catélise
qguimica convencional para produzir produtos farmacéuticos e intermediarios quirais. A
versatilidade das enzimas para catalisar uma variedade de rea¢cdes para produzir compostos
quirais com alto valor agregado é explorada na biocatalise. No contexto da quimica verde e do
desenvolvimento sustentdvel, o uso do biocatalisador & extremamente atrativo, pois as
enzimas sdo obtidas de recursos renovaveis, sendo biocompativeis e biodegradaveis. Além de
sustentaveis, as enzimas catalisam uma ampla gama de reagdes com altas quimio-, regio- e
enantio-seletividades (PATEL, 2018; THANGARAJ e SOLOMON, 2019).

Apesar dessas vantagens, as enzimas evoluiram sob selecdo natural, podendo responder sob
condicBes de estresse. Suas propriedades Otimas serdo alcancadas apenas em condicGes
fisiologicas (reacGes e substratos). Como essa caracteristica pode ser um problema nos
biocatalisadores industriais, foram desenvolvidas varias maneiras de melhorar essas
limitacbes, como ferramentas metagendmicas, genéticas (mutagénese dirigida ao local,
evolugéo direcionada) e imobilizagdo (ORTIZ et al., 2019).

Dentre as enzimas usadas na biocatélise, as lipases (EC 3.1.1.3) sdo destacadas por sua

enantioseletividade na resolucdo cinetica de alcosis ou esteres racémicos para produzir
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alcoois e ésteres enantiopuros sem a necessidade de cofatores. Outra vantagem desses
biocatalisadores € a capacidade de serem ativos em solventes organicos, favorecendo a
solubilidade do substrato organico a ser transformado (THANGARAJ e SOLOMON, 2019 e
CARVALHO et al., 2015).

O mecanismo de ativacao interfacial é considerado uma caracteristica importante das lipases.
As condices para a reacdo ideal com essa classe de enzima envolvem uma associacao entre a
atividade da enzima e a solubilidade do substrato. Sabe-se que o local ativo da lipase (triade
catalitica Ser-His-Asp/Glu) é coberto por uma tampa de cadeia polipeptidica que é aberta na
interface agua-6leo, um fenbmeno conhecido como ativacdo interfacial. Assim, as lipases
imobilizadas com conformacdes abertas fixas apresentam atividade enzimatica aumentada.
Além disso, a imobilizacdo pode modular fortemente as propriedades da lipase, uma vez que
0 centro ativo desse tipo de enzima é muito flexivel. Vale ressaltar que as investigacGes
estruturais da Candida antarctica B (CAL-B), uma das lipases mais utilizadas, revelaram que
esta enzima apresenta uma forma aberta (ativa) e fechada (inativa) e que seu sitio ativo é
coberto por uma tampa muito pequena (ORTIZ et al., 2019; PINHEIRO et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Empregar o processo de resolucdo cinética enzimatica mediada por lipases, na preparagéo de

alquinilcarbinadis quirais.

2.2 Objetivos especificos

Investigar o uso de lipases na resolucdo cinética de acetatos de alquinilcarbindis racémicos
para producéo de alcoois enantiomericamente puros e/ou enantioenriquecidos;

Verificar a influéncia de variaveis que afetam a resolucdo cinética enzimatica, tais como, tipo
de lipase, temperatra e tempo de reagéo, proporg¢ao enzima:substrato (m:m) e influéncia de co-

solventes.
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1. BIOCATALISE
A biocatalise consiste no emprego de enzimas como catalisadores em reacdes

quimicas. Essa técnica tem sido amplamente empregada em sintese organica. A aplicacdo da
biocatalise pode ser feita empregando enzimas isoladas; como células inteiras; preparadas em
suas células nativas ou como proteinas recombinantes expressas em células de hospedeiros
alternativos (TRUPPO, 2017).

O emprego de processos enzimaticos expandiu-se significativamente nas ultimas
décadas e impactou a sintese quimica nas industrias farmacéutica, agricola e alimenticia
(CHOI et al., 2015). A producdo de compostos enantiomericamente puros é de suma
importancia para essas industrias, tendo em vista que a quiralidade desses compostos afetam a
sua atividade bioldgica (CHOI et al., 2015). Atualmente, a biocatalise € uma metodologia
bem aceita para a para a producdo de substancias enantiomericamente puras, fornecendo uma
alternativa limpa, econdmica e sustentavel aos processos quimicos convencionais (PATEL,
2018).

Segundo Faber 2011, as principais vantagens do uso de biocatalisadores estdo
relacionadas com as condicGes reacionais, visto que as enzimas atuam em uma faixa de pH
entre 5-8, temperatura entre 20-40 °C, além de serem completamente biodegradaveis,
diferente de outros catalisadores que usam 0s metais pesados. Além disso, podem reduzir a
rota sintética, evitando o uso de reagentes toxicos, com diminuicao de subprodutos e residuos,
possibilitando a obtencdo de rendimentos altos e com excelentes quimio-, regio- e enantio-
seletividades (SUN et al., 2018).

As enzimas séo classificadas em seis classes, de acordo com o tipo de reacdo que
podem catalisar (Tabela 1) (OLIVEIRA e MANTOVANI, 2009). Dentre as enzimas
apresentadas na Tabela 1, as lipases (classe das hidrolases) destacam-se como as mais usadas

em biocatalise para a obtencdo de compostos enantiopuros.
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Tabela 1. Classe de enzimas e suas aplicacdes em processos

Classe Subclasses mais utilizadas Tipo de reacéo catalisada

Reac0es de hidrolise, esterificacéo,
transesterificacao e outras.

Hidrolases esterases, lipases, amidases

desidrogenases, mono e

Oxidoredutases L. .
dioxigenases, peroxidases

Reacbes de oxido-reducéo.

Reacéo de transferéncia de grupos
Transferases quinases funcionais: aldeidico, cetonico, acilas,
acucares, fosforilas ou metila.
Adicdo-eliminacdo de pequenas

carboxiliases, amoénia-liases,

Liases S moléculas em ligagbes C=C, C=N,
hidroliases -
C=0.
. Isomerizagdes tais como: racemizacao,
Isomerases racemases, epimerases AN ;
epimerizacao e rearranjos.
Clivagem-formacé&o de ligacdes C-O,
Li aldolases, transaldolases, C-S, C-N, C-C como
igases S A .
glicosidases concomitantemente clivagens de
trifosfato.
3.2. LIPASES

As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo comumente encontradas em microrganismos (fungos
e bactérias), plantas e animais. A funcdo natural, dessas enzimas, é a hidrolise de ésteres
carboxilicos em meio aquoso (SEDDIGI et al., 2017). Contudo, ao contrario das outras
enzimas, as lipases sdo enzimas que proporcionam niveis consideraveis de atividade e
estabilidade em ambientes ndo-aquosos. Desse modo, dependendo das condicbes reacionais
podem ainda catalisar reacdes, tais como hidrolise, transesterificacdo (como exemplo:
alcoolise) e amindlise (Figura 3) (PAQUES e MACEDO, 2006; ROBIC et al., 2017).

Essas enzimas sdao empregadas em diversos setores industriais, destacando-se as
industrias de cosméticos, alimenticia e farmacéutica, pois sdo facilmente manuseadas;
dispensam o uso de cofatores, além de serem disponiveis comercialmente. E ainda, podem ser
utilizadas tanto em meio aquoso como organico, bem como sdo altamente seletivas (quimio-
régio- e enantiosseletivas). Sdo consideradas enzimas versateis, pela capacidade de atuar em
uma ampla gama de substratos e em condicdes reacionais brandas (temperatura e tempo)
(CARVALHO et al., 2015; SEDDIGI et al., 2017).



26

Figura 3. Reacdes catalisadas por lipases
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.1. RESOLUGAO CINETICA ENZIMATICA

Nos ultimos anos, o uso de lipases na sintese de compostos biologicamente ativos
aumentou substancialmente, sendo bastante utilizadas na producdo de medicamentos quirais
(THOMAS et al., 2019). A principal aplicacdo de lipases na sintese orgénica é através da
resolucdo cinética enzimatica (RCE) de racematos de acidos carboxilicos, ésteres, aminas e
alcoois secundarios (THOMAS et al., 2019).

Esse processo estd baseado na diferenca da velocidade de reacdo dos
enantidmeros na presenca do biocatalisador. Na RCE de alcoois secundarios, a lipase resolve
0 racemato através de uma reacdo de transesterificacdo enantiosseletiva, resultando no éster e
no alcool remanescente quirais, que podem ser separados por técnicas de cromatografia. Da
mesma forma, ésteres racémicos podem ser resolvidos através de uma reacdo de hidrolise
estereoseletiva. 1sso ocorre devido a lipase interagir, com taxa de velocidade diferente, com os
enantibmeros do racemato. Por exemplo, se a constante de velocidade do enantidmero R for
muito superior a do enantibmero S (kr >> ks), apenas o primeiro sofrera a reacdo mediada
pela enzima, resultando em uma mistura final de 50% do produto de configuracdo R e 50% do
reagente inicial de configuracao S (Figura 4) (GHANEM et al., 2005).

Figura 4. Resolucao cinética ideal em que apenas um dos enantiémeros € transformado

k
Substrato- (R)—®_ 5 |  Produto- (R)
+ 50% de rendimento
k) p
Substrato - (§)----------- > roduto - (S)

kir) >> ks

O modelo empirico que explica o reconhecimento quiral pelas lipases em RCE
para alcodis secundarios é o de Kazlauskas. Este modelo estabelece que a maioria das lipases
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possua a mesma enantio-preferéncia frente a um determinado substrato, apresentando apenas
diferencas no grau de enantiosseletividade. Nesta regra, o modelo do sitio ativo da lipase
consiste em duas cavidades de tamanhos diferentes, um grande (Rg) e outro pequeno (Re)
(Figura 5) (KAZLAUSKAS et al., 1991). Assim, na RCE de um de alcool secundario, via
acetilacdo, a diferenca da velocidade de reacdo entre os enantibmeros serd resultado da
disposicao espacial dos substituintes ligados ao centro estereogénico nos bolsdes hidrofobicos
localizados no sitio ativo da enzima. Enquanto um enantidbmero realiza uma interacéo
favorével (substituinte mais volumoso—G no bolsdo maior e substituinte menos volumoso-P
no bolsdo menor), favorecendo a reacao, o outro enantidmero tem uma interacao desfavoravel
(GOTOR-FERNANDEZ et al., 2006).

Figura 5. Modelo empirico da regra de Kazlauskas representando os modos favoravel e desfavoravel na
interagéo enzima-substrato

Interagdo FAVORAVEL Interagio DESFAVORAVEL

Fonte: Elaborado pelo autor

Embora o modelo proposto por Kazlauskas e colaboradores tenha sido destinado
para a resolucdo cinética de um éster, via hidrdlise, esta regra também tem sido extrapolada e
bem aceita na resolucgdo cinética de um alcool secundario, via acetilacdo (Figura 6).
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Figura 6. Modelo empirico de Kazlauskas para reacdes de acilacdo de alcoois secundarios e hidrélise dos
correspondentes ésteres, na presenca de lipases

R=Ac, via hidrélise

H,0
OR

- lipase
‘RP @ -

Racemato (R/S)

OH

R=H, via acilagao

-
doador de acila S *
solvente organico

Fonte: Elaborado pelo autor

O mecanismo catalitico das lipases ocorre no sitio ativo formado pelos residuos de
aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e acido aspartico (ha forma de aspartato) (Asp) ou
acido glutamico (na forma de glutamato) (Glu). Inicialmente, ocorre uma interacdo entre estes
trés residuos de aminoacidos (triade catalitica), propiciando o ataque nucleofilico da hidroxila
do residuo Ser ao carbono carbonilico do éster, formando um intermediario tetraédrico.
Esse por sua vez ¢ estabilizado pela cavidade oxianidnica via ligagbes de hidrogénio com os
residuos de aminoéacidos glutamina (GIn106) e treonina (Thr40), no caso da enzima Candida
antarctica tipo B (CAL-B). Com a saida de uma molécula de alcool (R1-OH) forma-se o
complexo acil-enzima, que no caso da hidrolise enzimatica (Figura 7), sofre um ataque
nucleofilico de uma molécula de agua e no caso da transesterificacdo enzimatica (Figura 8)
¢ atacado por uma molécula de um alcool, formando um segundo intermediario tetraédrico,
no qual colapsa para formacdo do produto, regenerando a enzima (BANDEIRA et al., 2017)
(STEFANUCCI et al., 2013).



Figura 7. Mecanismo catalitico da lipase na hidrolise de ésteres
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Fonte: Adaptado de Bandeira et al., 2017

Figura 8. Mecanismo catalitico da lipase nas reacfes de transesterificacio
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3.3 LIPIDEOS ALQUINILCARBINOIS QUIRAIS
3.3.1 OCORRENCIA, ESTRUTURA E ATIVIDADE BIOLOGICA

Produtos naturais acetilénicos representam uma classe de compostos organicos
que possuem pelo menos uma ligacéo tripla carbono-carbono (C=C). E relatado na literatura
que esses compostos possuem elevada atividade bioldgica, destacando-se aqueles que
possuem uma ligacdo tripla na posicdo geminal a um grupo hidroxila (alcool propargilico)
pelo alto potencial citotoxico (LISTUNOV et al., 2015a). Deste modo, esses compostos sao
conhecidos como lipideos alquinilcarbindis (LACs) e classificados como alcoois
(LISTUNOV et al., 2015b).

Os LACs sao vastamente encontrados em organismos marinhos, como nas
esponjas Callyspongia truncata (NICKEL et al., 2015) e Petrosia spp. (ARFAQUI et al.,
2013) e no fungo Chondrostereum sp (LI et al., 2013), além de organismos terrestres como
nas plantas Platycodon grandiflorum (CHEN et al., 2017), Cnidium officinale (CHOI et al.,
2018), Panax stipuleanatus (TUYEN et al., 2018), Notopterygium incisum (ATANASOV et
al., 2013), Carthamus tinctorius (LIU et al., 2018), Ongokea gore (NTUMBA et al., 2017) e
no fungo Phoma sp. (ONDEYKA et al., 2006). Nos artigos de revises de Minto et al. (2008)
e Negri et al. (2006) tém-se diferentes tipos de plantas e de fungos nos quais pode-se
encontrar essa classe de produtos naturais e sua biossintese.

Muitos desses compostos foram relatados por exibirem atividades bioldgicas,
especialmente citotoxicidade (ARFAQUI et al., 2013; NICKEL et al., 2015; TUYEN et al.,
2018; LIU et al., 2018), alem de atividades antimaldrica (NTUMBA et al., 2017), anti-
inflamatéria (CHOI et al., 2018; VENKATESAN et al.,, 2018), imunossupressora e
antibacteriana (SIDDIQ et al., 2008). Exemplos de compostos desta classe, com atividade

citotoxica, estéo representados na Figura 9.
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Figura 9. Estrutura de lipideos poliacetilénicos com fragmento de alquinilcarbinol isolados de diferentes
organismaos
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Estudos realizados por Arfaoui et al. (2013) e Listunov et al. (2015a) sugeriram
que o fragmento quiral alquinilcarbinol (Figura 9) presente nesses lipideos poliacetilénicos
poderia ser considerado a unidade farmacofdrica responsavel pela atividade bioldgica da
classe.

Esses autores realizaram a sintese quimica de uma serie de analogos com
configuracdes (R) e (S)- do produto natural (S,E)-eicos-4-en-1-in-3-ol, extraido da esponja
marinha Cribrochalina vasculum, e testaram a atividade citotoxica dos mesmos contra
linhagem celular do carcinoma colorretal humano (HCT-116), (7a-7c, Figura 10).

Com base nos resultados obtidos, os autores também relataram que a citotoxidade
desses compostos tinha relacdo com estrutura quimica dos compostos, nas quais: a natureza e
localizacdo das insaturacdes, a configuracdo do centro estereogénico e o tamanho da cadeia
lipidica (Figura 10) influenciavam na atividade (ARFAOQUI et al., 2013; LISTUNOV et al.,
2015a).
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Figura 10. Estruturas dos analogos do produto natural sintetizados por Arfaoui et al., 2013 e resultados
dos ensaios citotdxicos. Valores de Clso em pM

OH (S,E)-eicos-4-en-1-in-3-ol

// = Me
H
Configuragéo do .-~ (in)saturacéo interna de C2 (trans-CH=CH; -CH,CH,- ; -C=C)
centro estereogénico A T T T N
(Rou S) Sy 2T -

(in)saturacgao terminal de C2 Tamanho da cadeia(C12, C15)
(trans-CH=CH; -CH,CH,- ; -C=C)

OH
™ ok
- M
% Me X / € 4 % Me
11 H
11 11
(S)-7a, Clgy=0,093 (S)-7b, Cl5p=0,24 (S)-7c, Clsy=0,091
OH
X
X _Me M /\9
» 11
(R)-Ta, Cls=2,4 (R)-7b, Clsp=1,9 R)-Tc, Clsp=1,1

3.3.2 METODOS DE OBTENQAO ALQUINILCARBINOIS QUIRAIS
Na literatura existem duas principais rotas sintéticas para a obtencdo de

alquinilcarbindis secundarios quirais: a primeira € a reducdo assimétrica de inonas

correspondentes (a) e a segunda é baseada na adicdo nucleofilica assimétrica a aldeidos (b)
(Figura 11) (LISTUNOV et al., 2015a).

Figura 11. As duas principais rotas de sinteses de alquinilcarbinol secundario quiral
o
R

OH H (o}
- . + - L]
R/V s R w R
(b)

ou

A estratégia por meio da reducdo de inona pode ser observada no trabalho da
sintese total do produto natural lembehino A (Figura 9, p. 31) realizada por Murakami et al.
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2001. Os autores relataram a reducdo da cetona (8) ao seu respectivo alcool (R)-8a com
valores de rendimento e excesso enantiomérico (e.e.) bons, utilizando (R)-alpino borano como
agente redutor quiral. O alcool (R)-8a, usado como intermediario nessa sintese, foi
desprotegido com fluoreto de trimetilbutilaménio (TBAF) em tetraidrofurano (THF),
fornecendo (R)-8b com rendimento quantitativo (Figura 12).

Figura 12. Reducdo da inona (8) por Murakami et al., 2001
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A outra estratégia é através de sintese assimétrica, empregando-se a adicdo
enantiosseletiva de alcinos terminais a aldeidos, mediada por catalisadores quirais de zinco
(Zn). Os métodos mais conhecidos envolvem a preparacdo in situ do reagente alquinilzinco,
que é a fonte disponivel de Zn (1), na presenca de um ligante quiral. No artigo de revisdo de
Listunov et al. (2018b) héa relatos de alguns procedimentos.

A primeira sintese assimétrica de LAC foi descrita por Carreira et al. (2000), que
empregaram o sal Zn(OCFsSOz). (triflato de zinco) e (+) ou (-)-N-metilefedrina como ligante
quiral. Pu et al. (2002) relataram um sistema baseado na combinacdo de (S) ou (R)-Binol,
Et,Zn (dietilzinco) e Ti(O'Pr)4 (tetra-isopropoxido de titanio), gerando varios substratos com
altos valores de e.e. Trost et al. (2006) propuseram o uso de (S,S)-ProFenol e MexZn
(dimetilzinco), enquanto Zhong e Guo et al. (2011) descreveram o uso alternativo de um

derivado quiral do ciclopropano e Me2Zn (Figura 13).
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Figura 13. Métodos relatados para a adi¢cdo enantiosseletiva de alcinos terminais a aldeidos
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A primeira sintese total do lipideo alquinilcarbinol (S,E)-eicos-4-en-1-in-3-ol [(S)-
9], contendo ambos os tipos de insaturagdo em C2 foi relatado por Zhong, Guo e
colaboradores, usando um aminoalcool como ligante quiral. Adicdo assimétrica de
trimetilsililacetileno (TMSA) a (E)-octadec-2-enal levou ao intermediario sililado (S)-9a,
isolado com um excesso enantiomérico de 80% (Figura 14). O e.e. de (S)-9a foi aumentado
para 97% por recristalizacdo, permitindo assim obter (S)-9 com e.e. 97%, apols
protodesililagdo por tratamento com K>CO3z em metanol (Listunov et al., 2018b).

A sintese assimétrica de ambos os enantidmeros (S)-9 e (R)-9 foi realizada
utilizando (S)- e (R)-BINOL/Ti(O'Pr)s (Pu et al., 2002) a partir de tri-isopropilsililacetileno
(TIPSA). Foram obtidos ambos os enantiobmeros do intermediario sililado (S)-9b (75% de
rendimento e 80% de e.e.) e (R)-9b (76% de rendimento e 90% de e.e.). (Figura 14). Apos
desprotecdo utilizando TBAF, foram obtidos (S)- e (R)-9 e os valores de excessos
enantioméricos de 80% e 90%, respectivamente. (Listunov et al., 2018b).
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Figura 14. Sintese enantiosseletiva de (S)-9 pelo método de Zhong, Guo’s e pelo método de Pu’s
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A partir do estudo desses métodos de obtencdo de LACSs quirais, muitos trabalhos
foram desenvolvidos principalmente pelo grupo de pesquisa coordenado pelos professores
Yves Génisson e Remi Chauvin, ambos da Universidade Paul Sabatier-Toulouse Il
(Toulouse, Franga). Como exemplos, vamos ressaltar nesta revisdo bibliografica a sintese
assimétrica de alguns alquinilcarbinéis que foram usados para o desenvolvimento desta tese
de doutorado.

Alfaoui et al. (2013) relataram a sintese assimétrica dos enantidmeros de dois
alquinilcarbindis, o dialquinilcarbinol (DAC) heptadeca-1,4-di-in-3-ol (2) e o alquenil
alquinilcarbinol (AAC) heptadec-1-en-4-in-3-ol (4), utilizando a metodologia reportada por
Carreira e colaboradores. Os autores realizaram duas modificagdes no metodo de Carreira,
utilizando um excesso de quatro vezes de reagentes em relagdo ao substrato inal e trocando o
solvente tolueno para diclorometano. Assim, produziram os dialquinilcarbindis (R)- e (S)-12
em 58% e 61% de rendimento, respectivamente. Cabe ressaltar que a configuragcdo absoluta
dos produtos (R)- e (S)-12 deve-se ao uso de (-)-N-metilefedrina como indutor quiral (Figura
15).

Notavelmente, a adigdo do alquinil tetradecino (11) ao trimetilsililpropiolaldeido
(10) proporcionou (R)-12 com maior enantioseletividade (e.e. 91%) em relacdo a adi¢do do

trimetilsiliacetileno (13) ao pentadec-2-inal (14), que levou a (S)-12 com e.e. de 76%. A
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dessililacdo de ambos, (R)- e (S)-12 com carbonato de potéssio, em metanol, levou a obtencao
dos alcinos terminais (S)- e (R)-2 (Figura 15).

Figura 15. Sintese dos dialquilnilcarbindis quirais (S)- e (R)-2
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Posteriormente, (S)-2 e (R)-2 foram tratados com hidreto de litio (LiAlIHz), em
éter dietilico, sob refluxo, levando aos AACs (S)-4 e (R)-4 com rendimentos de 16% e 18%,

respectivamente (Figura 16).

Figura 16. Sintese dos alquenil alquinilcarbinois (AACs) quirais (S)- e (R)-4
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Os mesmos autores [Alfaoui e colaboradores (2013)] sintetizaram um
alquinilcarbinol (AC) heptadec-1-in-3-ol simples (5) com um substituinte saturado ligado ao
centro estereogénico (Figura 17). A preparacdo desse composto foi feita através da reducdo
assimétrica do inona (17) correspondente. Esta ultima foi facilmente preparada a partir da
reacdo do tri-isopropilsililacetileno (15) com o pentadecanal (16) (Figural7).

A hidrogenacdo assimétrica da inona 17, em isopropanol, na presenca do
catalisador quiral [RuCl(p-cimeno)[(S,S)-Ts-DPEN], preparado in situ, levou ao alcool

secundario (S)-17a (Figura 17). A configuracdo S absoluta foi atribuida com base no
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catalisador quiral usado. Em seguida, ap6s a dessililacdo para obteve-se o alquinilcarbinol (S)-
5. Néo ha relatos no trabalho para sintese do enantiébmero (R)-5.

Figura 17. Sintese do alquinilcarbinol quirail (S)-5
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Bourkhis et al. (2018) relataram a preparacdo dos enantiomeros (S- e R-) do
butadiinil alquinilcarbinol (BAC) heptadeca-1,4,6-tri-in-3-ol (3) e dos DACs (S- e R-2) nas
formas enantio-enriquecidas. Nestes casos, tanto a (+)-, como a (-)-NME induziram a
formacdo do (S)- e do (R)-19 sililados, durante a adi¢do do alquinil tetradeca-1,3-di-ino (18)
ao trimetilsililpropiolaldeido (10). O tratamento com nitrato de prata (AgNOs) em uma
mistura de acetona/H20 forneceu os BACs (S)- e (R)-3 dessililados (Figura 18).

Figura 18. Sintese dos butadiinil alquinilcarbindis quirais (S)- e (R)-3
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3.3.3 RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA DE ALQUINILCARBINOIS

Apesar dos resultados promissores, o uso da catalise quimica na preparagdo de
LACs quirais apresenta algumas desvantagens causadas pela utilizacdo dos catalisadores e
auxiliares quirais, tais como a geracao de residuos toxicos, a disponibilidade limitada, o custo
elevado, as condicdes reacionais extremas (temperatura e tempo) e as varias etapas reacionais
(ROUGF; TANEJA, 2014).

Assim, o emprego da biocatalise na sintese de LACs quirais torna-se uma
alternativa viavel e atraente. Como ressaltado anteriormente, o uso de enzimas apresenta
muitas vantagens quando comparada com a sintese convencional (FABER, 2011). Além
disso, um ponto bastante importante é fato de que 0s processos biocataliticos podem melhorar
os valores de excessos enantiomeéricos quando comparado com a sintese assimétrica
(BOURKHIS et al., 2018).

Os substratos racémicos avaliados neste trabalho sdo os correspondentes acetatos
dos lipideos alquinilcabindis. Portanto, decidimos apresentar uma revisdo bibliografica sobre
a resolucdo cinética de alcoois propargilicos e acetatos na presenca de lipases. As bases de
dados utilizadas foram “Scinfinder” e “Science direct” cobrindo o periodo de 2003 a 2020,
fazendo uma selecdo de dados que contenha RCE de alcoois propargilicos. Em alguns casos,
esses compostos sdo precursores ou intermediarios reacionais, com algum tipo de atividade
bioldgica.

Hernandez et al. (2016) realizaram um estudo de resolucdo enzimatica
mecanoguimica do alcool propargilico (rac-20) com acetato de isopropenila, como doador de
acila, catalisado pela lipase Candida antarctica tipo B (CAL-B), em um moinho de bolas. O
rac-20, a CAL-B e acetato de isopropenila foram moidos em um misturador de moinho
elétrico por 3 h a 25 Hz, usando 10 mL de didxido de zirconio (ZrO) e uma bola de ZrO> de
10 mm de didametro. Sob tais condic¢Ges reacionais foram obtidos o substrato remanescente
(S)-20a com e.e. de 81% e o produto acetilado (R)-21 com e.e. > 99% (Figura 19).
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Figura 19. Resolucéo enzimatica mecanoquimica do alcool secundario (rac-20) em um moinho de bola, via
reacao de acetilacdo, catalisada pela lipase de Candida antarctica (CAL-B)
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Huang et al. (2015) relataram a resolucdo cinética enzimatica do alcool
acetilénico racémico (rac-22) que € utilizado como precursor na sintese do produto natural
isofulvinol com atividade citotdxica (Figura 20). Os autores avaliaram trés lipases (AK de
Pseudomonas fluorescens, Novozym 435 e PS de Burkholderia cepacia), na presenca de
tolueno como solvente, com 0,5 h de reacdo a temperatura ambiente, utilizando como doador
de acila o acetato de vinila. Em tais condicdes, a lipase Novozym 435 foi o melhor
biocatalisador, levando a uma conversdo de 56% e excessos enantiomericos do substrato (R)-
22a de 96% e do produto (S)-23 de 97%. Os resultados obtidos estdo listados na Tabela 2.

Figura 20. Resolucao cinética do rac-22 realizada por Huang et al. (2015)
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Tabela 2. Resultados da resolugéo cinética do rac-22 realizada por Huang et al. (2015)

Biocatalisador Conversao (%) e.e. (%) (R)-22a e.e. (%) (S)-23
Lipase AK >99 0 0

Novozym 435 56 96 97
Lipase PS 76 98 32

Ferreira et al. (2015) investigaram a resolucdo cinetica enzimatica do diol
propargilico (£)-pent-2-in-1,4-diol (24), via reacdo de acetilacdo. Este composto € um
metabolito secundario encontrado na sua forma enantiomericamente pura (com configuracéao

S) no fungo Clitocybe catinus. Nesse estudo, os autores utilizaram como biocatalisador a



40

lipase de Candida antarctica tipo B (CAL-B), obtendo um valor de excesso enantiomérico de
99% para ambos, produto acetilado (R)-25 e substrato remanescente (S)-24a, com uma

conversdo de 50% (Figura 21).

Figura 21. Resolugdo cinética enzimatica de (z)-pent-2-in-1,4-diol (24) realizada por Ferreira et al. 2015
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A resolucdo cinética de outro diol propargilico ()-2-hexino-1,4-diol (26), o qual
apresenta elevada atividade citétoxica foi investigada por Princival et al., em 2016. Os autores
descreveram a RC do diol, utilizando como doador de acila o acetato de vinila, como solvente
organico hexano e como biocatalisadores cinco lipases. As enzimas testadas foram Candida
antarctica tipo B (CAL-B) e as enzimas livres Amano Lipase G de Penicillium camemberti
(PCL-G), Lipase A amano 12 (A12L-A); lipase de Pseudomonas stutzeri (AEQ7) e lipase de
Alcaligenes spp. (A2AE011).

A lipase CAL-B provou ser o catalisador mais eficiente. Assim, ap6s a resolucéo
cinética enzimatica de 26, os enantibmeros (R)-27 e (S)-26a foram obtidos com valores de
excessos enantioméricos de 99% e 95%, respectivamente, e uma conversdao de 50%. Embora
outras lipases como AE07 e A2AEO011 mostraram grau de conversdo semelhante, (S)-26a foi

obtido com seletividade moderada (e.e. 78-87%).

Figura 22. Resolucdo cinética enzimética de ()-2-hexin-1,4-diol (26) realizada por Princival et al. 2016
(0]
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Kim (2ept al. (2013)
relataram a resolugdo cinética de alcoois a-arilpropargilicos (rac-28), usando a lipase de
Burkholderia cepacia revestida com surfactante ionico (ISCBCL), em acetato de isopropenila

a 25 °C, Figura 23. Os autores observaram que a enantiosseletividade dos alcoois a-
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arilpropargilicos dependia do padrdo de substituicdo do anel a-aromatico. Foi alto (E > 200)
para aqueles que ndo tém substituinte e para p-substituinte no anel a-aromatico, mas inferior

para aquele que tém um m-substituinte no anel a-aromatico.

Figura 23. Resolugdo cinética de rac-28 realizada por Kim et al., 2013
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Chen et al. (2013) utilizaram a lipase PS-30 (Sigma-Aldrich) como catalisador, na
resolucdo cinética de uma série de alcoois propargilicos racémicos, Figura 24. Em seguida,
fizeram o estudo de estrutura e atividade enzimatica desses compostos. Os resultados desse

estudo estdo na Tabela 3.

Figura 24. Resolucédo de alcoois propargilicos (rac 29a-h) racémicos
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rac-29a-h 30a-h 31a-h
29a R= C¢H;

29b R= p-Br-C¢H,
29¢c R= m-Br-CgH,
29d R= p-F-C¢H,
29e R= p-NO,-C¢H,
29f R= p-OMe-CgH,
29g R= o-Me-C¢H,
29h R= C4H,S
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Tabela 3. Resultados da resolucdo cinética de alcoois propargilicos 29a-h catalisada pela lipase PS-30 por
Chen et al. (2013)

Tempo

Entradas  Alcool e.e(.g/(())26) e.e(.;/S?) E ¢ (%) reacional
(h)
1 25a 89,6 83,8 48,6 48,3 24
2 25b 88,2 94,8 58,5 51,8 72
3 25¢ 94,1 75,4 73,9 445 24
4 25d 86,1 98,4 64,4 53,3 24
5 25e 87,4 23,8 19,0 21,4 72
6 25f 90,1 65,5 37,4 42,1 24
7 259 34,4 79,6 4,6 69,8 24
8 25h 73,8 82,4 16,6 52,8 18

Para a discussdo dos dados mostrados na Tabela 3, os autores usaram o0 composto
29a (entrada 1, E = 48,6) como referéncia para comparacdo com o0s outros. Eles analisaram os
resultados da seguinte forma: Os compostos 29b-29d (entradas 2—4, E = 58,3-73,9), que
carrega um substituinte de tamanho moderado na posicdo meta ou para do grupo fenil,
apresentou valores E altos, enquanto o composto 29e e 29f (entrada 5 e 6, E = 19,0 e 37,4,
respectivamente), que carregam um substituinte de tamanho maior na posi¢do para, deram
valores E significativamente baixos. Este fato implica que o tamanho do substituinte, ou seja,
o tamanho do grupo R tem influéncia na interacdo do substrato com a enzima.

Segundo os autores, quando o tamanho dos substituintes no grupo fenil era
pequeno o suficiente, como F e Br (cujo atbmico o raio é de apenas 42 e 94 pm,
respectivamente, enquanto o de H € 53 pm), a estericindrancia néo seria o fator chave para a
combinagdo dos substratos e a enzima e o efeito de retirada eletrénica faria alguma
contribuicdo positiva para o valores E (entradas 2-4, E = 58,3-73,9, enquanto na entrada 1, E
= 48,6).

A substituicdo na posi¢do orto do grupo fenil (entradas 7 e 8, composto 299 e
29h, E = 4,6 e 16,6, respectivamente), que causa estéreo impedimento ao grupo alquinil, leva
a diminuicdo dramatica dos valores de E. Portanto, os autores concluiram que o impedimento

estérico ainda é o principal fator nesta resolucéo enzimatica.
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McLaughlin et al. (2010) propuseram a sintese e posterior resolugdo enzimatica
do composto falcarinol, um produto natural que pode ser encontrado na cenoura e que 0 Seu
enantidmero R é descrito com alta atividade anticancer. Nesse trabalho, as RCEs do falcarinol
racémico e seu respectivo acetato, via acetilacdo e hidrdlise, respectivamente, foram
realizadas empregando-se Candida antarctica (CAL-B), Figura 25.

Embora os dois processos, considerados complementares, tenham fornecido os
alcoois enantioenriquecidos, o processo via hidrolise gerou o (-)-falcarinol com um

rendimento de 33%.

Figura 25. Resolucéo cinética do (x)-falcarinol mediada por lipase

OH
CAL-B NP S
acetato de vinila S + (R)-acetato
=H iPr,0; 30h N —
OR (+)-falcarinol 6
49%; e.e. 97%
\ ’
X
X _—
6 CAL-B

(%) falcarinol R=H R=Ac | Tampéo fosfato (pH 7.4) + (S)-acetato
(*) acetato de falcarinol R=Ac 43h,t. a

(-)- falcarinol

33%; e.e. 98%

Ma et al. (2005) relataram preparagdo de aminas propargilicas opticamente ativas
a partir da resolucdo cinética dos alcoois propargilicos. A lipase Novozym 435 foi o
biocatalisador usado para esta sintese de compostos, e 0 acetato de vinila foi utilizado como

doador de acila em hexano como solvente organico (Figura 26).

Figura 26. Sintese de aminas propargilicas realizada por Ma et al. 2005

OH OH OAc
H R
+ Z>0oAc Novozym 435 y + Ry
/ Rz 60°C,4h =z R = H
C4H," ’ C,H," C,Hy"
32aR?= C,Hs (S)-32a 18%; e.e. 95% (R)-33a 33%; e.e. 100%
32b R2= CH, (S)-32b 18%; e.e. 95% (R)-33b 28%; e.e. 99%
OAc NHBn
" ‘RZ _— > \\\H
= "H _— =~ "R?
Z2 Z2
C4H9n C4H9n

(S)-34a 67%; e.e. 96%

(R)-33a; 33b (S)-34b 67%; e.e. 95%
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Raminelli et al. (2004) descreveram a resolucdo cinética catalisada pela lipase
Novozyme 435 de varios alcoois propargilicos. Em alguns casos, 0 excesso enantiomérico foi
alto (99%). O estudo mostrou que o0 uso de hexano como solvente propiciou uma melhor
resolugdo em um menor tempo de reacdo. Os resultados estdo resumidos na Tabela 4 e
indicam que os compostos 35c e 35d apresentaram resolucdo cinética moderada sob as
condicdes reacionais empregadas. Os autores atribuiram que isso era esperado tendo em vista

o tamanho dos substituintes, que ndo séo grandes suficientes para garantir uma boa resolucéo.
Tabela 4. Resoluc¢do cinética de alcoois propargilicos racémicos (35b-d) catalisados pela Novozym 435
)\ Novozym 435 OH OAc
+ :
Hexano 322¢c R X R/\
H H
35b-35d 36b-36d

R= n-Cg4H,3 (35b, 36b); i-C;H; (35c¢, 36¢); Et (35d, 36d)

t(min) C ee.% ee% E C ee.% ee % £ C ee.% ee % £
% (35b) (36b) % (35¢) (36¢) % (35d) (36d)

20 21 27(R) 99(S) 259 8 8(R) 93(S) 29 50 27(R) 26(S) 22
40 33 49(R) 99(S) 324 14 15(R) 93(S) 31 73 51(R) 19(S) 23
70 41 67(R) 98(S) 199 21 24(R) 93(S) 21 87 75(R) 11(S) 2,3
100 46 81(R) 97(S) 164 26 33(R) 92(S) 33 95 99(R) 5(S) 23
160 51 98(R) 95(S) 179 39 58(R) 90(S) 34 98 99(R) 2(S) 26
220 52 99(R) 93(S) 144 44 70(R) 88(S) 32 >99 - 0 26
280 51 98(R) 92(S) 110 46 75(R) 87(S) 32 - - - -

Abad et al.(2003) relataram a resolucéo cinética do alcool propargilico 1-octin-3-
ol racémico (37) usando doze lipases comercialmente disponiveis, adsorvidas em material de

polipropileno poroso (EP100) a fim de aumentar a eficiéncia catalitica.
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Tabela 5. Resolucao cinética do 1-octin-3-ol (37) catalisada por lipases

OH Lipase- EP100 OAc OH
AN Acetato de vinila= 4_ S + \74)\
1-octin-3-ol H éter diisopropil, 25° C (S)-38 H (R)-37a H
(37)
lipase @ conversdo (%) e.e. % (S)-38 tempo (h) E
RML 35 20 72 2
CRL 25 30 24 2
PCL 30 34 2 2
CAL-B 40 90 2 35
RML-IM 20 64 72 5
PPL - - 72 -
ANL 14 0 96 1
ROL 45 56 24 6
RAL 40 44 72 3
RNL 36 48 144 4
MJL 20 68 72 6
HLL 35 40 24 2

2 RML: Mucor miehei; LCR: Candida rugosa; PCL: Pseudomonas Cepacia; CAL-B: Candida antarctica
(Novozyme 435); RMLIM: Rhizomucor miehei (Lipozyme IM). PPL: Pancreas de porco; ANL: Aspergillus
niger (lipase A, Amano). ROL: Rhizopus oryzae; RAL: Rhizopus arrhizus; RNL: Rhizopus niveus; MJL: Mucor
javanicus; HLL: Thermomyces lanuginosus.

De acordo com os autores (Tabela 5), a lipase de Candida antarctica (CAL-B) foi
a mais eficiente levando a valores de e.e. 90% e E= 35 para o (S)-enantibmero em 2 h de
reacdo. Este resultado concorda com a alta seletividade observada por essa lipase na
discriminacdo de enantibmeros de uma variedade de alcoois secundarios insaturados. Ja a
lipase PCL, em 2 h, ndo mostrou uma boa resolucdo enantiomérica para este composto.

As demais enzimas apresentaram resultados de atividade e de selevidade baixos,
em tempos reacionais altos. E, ndo foi observada reacdo com PPL, embora outros autores
tenham relatado sua capacidade de resolver misturas enantioméricas de outros alcoois
secundarios insaturados.

Xu et al.(2003) relataram que alcoois propargilicos opticamente ativos sao
importantes intermediarios para a sintese enantiosseletiva de varios produtos naturais e
precursores de outras formas de compostos opticamente ativos dificeis de serem produzidos,

como o eicosandide leucotrieno B4.
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Neste caso, Xu e colaboradores demonstram que a enzima Novozym 435 foi um
biocatalisador eficaz na resolucdo cinética de uma variedade de alcoois propargilicos aril-
substituidos racémicos (39). A RCE ocorreu com substratos possuindo substituintes ricos em
elétrons ou deficientes em elétrons ligados ao anel benzénico. Foram obtidos altos

rendimentos e bons excessos enantioméricos, Tabela 6.

Tabela 6. Resolucao cinética de alcoois arilpropargilicos racémicos catalisada por Novozym 435

=\

OAc
R— acetato de vinila R.— R—
— R — . g— + —
\_/ Novozym 435 \_7/ : /
OH 50° C OH OAc
(39) (S)-39a-0 (R)-40a-0
Entrada R Tempo (S)-39 (R)-40 E
() Rend.(%) e.e. (%) Rend.(%) e.e. (%)

1 H 24 36 (35a) 95 95 (36a) 96 183,3
2 4-CHs 22 35(35b)  >99  >99(36b)  ND -
3 4-F 22 39 (35¢) 99 99 (36¢) 66 24,2
4 4-Cl 22 30(35d)  >99  >99(36d) 97 347,7
5 3,4-Cl, 22 42 (35¢) 99 99 (36€) 98 525,0
6 2-Cl 18,5 40 (35f)  >99  >99 (36f) 95 >205
7 4-i-Pr 17,5 47 (350) 70 70 (360) 89 35,9
8 3-Cl 14,5 37(35h)  >99  >99(36h) 88 >81,6
9 4-Et 17,5 40 (35i) 97 97 (36i) 79 35
10 2,3-Cl, 22,5 42 (35)) 99 99 (36)) 95 205,8
11 4-CN 24 23 (35K) 98 98 (36K) 28 6,6
12 3,4-CH:0; 55 44 (351) 88 88 (361) 75 27,6
13 2,4-Cl, 11 40 (35m) 94  94(36m) 98 354,3
14 4-CH30 21,5 42 (350) 91 91 (360) 79 26,6

Os autores analisaram que quando o substituinte do aromatico anel era um atomo
de cloro, os rendimentos dos alcoois e 0s esteres eram geralmente bons e os e.e.s para ambos
os produtos foram excelentes (entradas 4, 5, 6, 8, 10 e 13, Tabela 6). Para alguns substratos,
os produtos com alto teor de pureza enantiomérica poderiam ser obtidas com conversdes altas
(entradas 3, 9, 11 e 12, Tabela 6).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego da RCE via hidrolise catalisada por lipases, na producdo de
alquinilcarbindis quirais ainda é incipiente, tendo somente um exemplo descrito na literatura
(McLAUGHLIN et al., 2010). De acordo com a revisdo bibilografica, a RCE via acetilacdo
para a sintese de alquinilcarbindis quirais é mais aplicada.

O grupo de pesquisa coordenado pelos professores Yves Génisson e Remi
Chauvin, ambos da Universidade Paul Sabatier-Toulouse Il (Toulouse, Franca), sintetizaram
os alquinilcarbindis quirais heptadeca-1,4-di-in-3-ol (2), heptadeca-1,4,6-tri-in-3-ol (3),
heptadec-1-en-4-in-3-ol (4), heptadec-1-in-3-ol (5) e 1-(tri-isopropilsilil)-penta-1,4-di-in-3-ol

(6) (Figura 27), com rendimentos e enantiosseletividade variados.

Figura 27. Representacdo das estruturas dos alquinilcarbindis 2, 3, 4, 6 e 5, e pardmetros de sintese

OH OH OH

= NN X

Z N Me X o X _Me
2 11 3 X gle 4 11

OH OH
Me
/\% As_ Z N
1
S PN

Rend. )
LACs | e.e. (%) Meétodo Referéncia
(%)

76 (R) [63(R) ) L
2 Sintese assimétrica ARFAOUI et al., 2013
91 (S) 70 (S)

84 (R) |59 (R) _ )
3 Sintese assimétrica BOURKHIS et al., 2018
84 (S) |51(S)

91(R) [18(R) . L
4* Sintese assimétrica ARFAOUI et al., 2013
76 (S) 16 (S)

5* >99 (S) | 56 (S) Sintese assimétrica ARFAOUI et al., 2013

>99 (R) | 15(R)
6 o LISTUNOV et al., 2018
42 (S) |[31(S) RCE via acilacao

* Composto preparado a partir de um alquinilcarbinol quiral precursor
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Como pode ser observado na Figura 27, e ainda descrito na revisdo bibliogréfica,
0os compostos alquinilcarbindis quirais foram produzidos via sintese assimeétrica, com
excessos enantiomeéricos e rendimentos moderados. A excecdo € o composto 6 formado via
RCE. Embora o alquinilcarbinol (R)-6 tenha sido formado com elevada enantiosseletividade
(e.e.>99%), este composto foi obtido com baixo rendimento (15%).

Estes resultados nos motivaram a investigar o emprego de RCE, via hidrolise
catalisada por lipases, dos acetatos dos alcoois racémicos (2-6) preparados pelo grupo de
pesquisa francés.

O trabalho foi desenvolvido, empregando-se as seguintes etapas:

(i) Acetilacdo dos alquinilcarbindis racémicos (2-6) para formacéao dos respectivos
acetatos racémicos;

(i) Triagem de lipases na resolucéo cinética, via reacdo de hidrolise, dos acetatos
racémicos de 2 e 6;

(iii) Otimizacdo das condicBes de resolucao cinética enzimética com a(s) lipase(s)
selecionada(s);

(iv) Resolucdo cinética enzimética dos acetatos racémicos nas condigdes

otimizadas para producao dos compostos enantiomericamente puros e/ou enantioenriquecidos.

4.1 Reacdo de acetilacdo dos racematos dos alquinicarbindis
Os alquinilcarbindis racémicos 2-6 foram acetilados, empregando-se 4-(N,N-
dimetilamino)piridina (DMAP) e anidrido acético (Ac20), em diclorometano (Figura 28). Os

respectivos acetatos racémicos foram obtidos em bons rendimentos (74-90%), Tabela 7.

Figura 28. Reagdo de acetilacao dos alquinilcarbinoéis racémicos

OH OAc
/\ Ac,0; DMAP )\
R B —
TN CHClita N 3
Rz {omin Ry
2 R1: —C=CH R2=_(CH2)11_CH3
3 Ry: —C=CH R,= —C=C—(CH)g—CHj3
4 Ry: _ﬁ:CHz Ry=—(CH)11—CH;,
5 Ry=—(CHy)3-CH; R,: —H
\l/ R,: —H
6 Ri=—— Si4< 2
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Tabela 7. Rendimentos da reacao de acetilacdo quimica dos alquinilcarbinois

Produto Rendimento (%)
rac-2-Ac 85
rac-3-Ac 79
rac-4-Ac 81
rac-5-Ac 74
rac-6-Ac 90

4.2 Triagem de lipases na RCE do acetato de heptadeca-1,4-di-in-3-ila (rac-2-Ac)

A triagem de lipases na resolugdo cinética, via hidrolise, foi realizada
empregando-se, inicialmente, o rac-2-Ac como substrato padrdo. Exceto para rac-6-Ac, que
possui uma cadeia carbonica de 5 membros, os demais racematos (3-Ac, 4-Ac e 5-Ac)
apresentam estruturas de tamanhos similares a do rac-2-Ac. Dessa forma, foram avaliadas
doze lipases comerciais empregando-se as condi¢des anteriormente aplicadas no nosso grupo
de pesquisa (Figura 29) na resolucdo cinética de acetatos racémicos: tampdo fosfato 100 mM
(pH 7), utilizando como co-solvente 20% de MeCN, a 30 °C por um tempo reacional de 48 h
e uma propor¢do de 2:1 enzima:substrato (m:m) (CARVALHO et al., 2017; SILVA et al.,
2014).

Os produtos obtidos foram analisados por Cromatografia Gasosa com Detector de
lonizacdo de Chama (CG-DIC), utilizando coluna quiral e as condi¢6es descritas no item 5.1,
p. 67. Os excessos enantioméricos (e.e.), conversdao (c) e enantiosseletividade (E) foram
calculados através da obtencdo das areas dos cromatogramas, aplicando as equacOes relatadas

no item 5.7, p. 73. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 8.

Figura 29. Reacao de hidrdlise enzimatica do éster rac-2-Ac na presenca de lipases

OAc Lipase >~ OH OAc
tampao fosfato 100mM (pH 7) . B
// X ? MeCN (co-solvente) // A & A ?
1

30 °C, 48 h, 250 rpm
rac-2-Ac (R)-2 (S)-2
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Tabela 8. Triagem de lipases na RCE de rac-2-Ac via reacdo de hidrolise

Entrada Lipase g,'/i')‘; (eo'/i')i (0/(; y EC
1 Amano lipase PS-IM 65 57 46 8
2 T. lanuginosus imob. em immobead-150 92 84 48 62
3 C. antarctica B imob. em resina acrilica >99  >99 50 >200
4 Amano lipase de M. javanicus - - - -
5 R. miehei imob. em resina anionica - - - -
6 R. orizae imob. em immobead-150 - - - -
7 Amano lipase de P. fluorescens - - - -
8 P. camemberti - - - -
9 Pancreas de porco - - - -
10 A. niger - - - -
11 R. niveus - - - -

12 C. rugosa - - - -

3 Determinado por CG-DIC; ? Conversdo, ¢ = e.e.s/(€..s+€.€.p);
¢Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p))/In[1-c(1-e.e.p)].

Dentre as enzimas avaliadas, a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) e a
lipase de Candida antartica B (CAL-B) foram as que proporcionaram os melhores resultados
de atividade enzimatica e de seletividade na reacéo de hidrolise do rac-2-Ac, uma vez que 0S
valores de conversdao (c= 48-50%), de excesso enantiomérico (84-99%) e de
enantiosseletividades (E= 62-200) foram de moderados a excelentes (Entradas 2 e 3, Tabela
8). Observou-se, também, que a enzima Amano lipase PS-IM nas condicBes testada nao é
enantiosseletiva na resolucdo cinética de rac-2-Ac (Entrada 1).

Assim, a partir do estudo de resolucdo cinética de rac-2-Ac, via hidrolise, foi
possivel estabelecer as condicdes reacionais para a obtencdo do (S)-2-Ac e (R)-2 fazendo o
uso da lipase CAL-B (Rendimento de 40% e de 39%, respectivamente). O composto (S)-
acetato de 2 enantiomericamente puro foi hidrolisado, via quimica, e forneceu o respectivo
(S)-2 com 88% de rendimento (Item 5.6.2.1, p. 70) (Figura 30). Os cromatogramas obtidos
por CG-DIC referentes a rac-2 e rac-2-Ac, bem como dos alcoois (R)-2 e (S)-2, encontram-se

NOS anexos.
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Figura 30. Reacdo de RCE (via hidrélise) do LAC rac-2-Ac e hidrélise quimica do (S)-2-Ac

OAc C.antarcticaB OH ?Ac
Pz X tampao fosfato 100mM (pH7) _— \\ + P %
Z S 11 MeCN (co-solvente) 7 11 7 11
rac-2-Ac 30 °C, 48 h, 250 rpm (R)-2 c=50% (S)-2-Ac
e.e.>99% E>200 e.e.>99%
39% 40%
OAc OH
' K,CO '
Z > 2N
1 MeOH (S)-2 1
(S)-2-Ac e.e.>99%

88%

As andlises de polarimetria dos produtos confirmaram o cumprimento da regra
empirica de Kazlauskas, em que nas reacdes de hidrdlise, via lipases, o alcool formado é de
configuracdo R e o acetilado remanescente é de configuracdo S (KAZLAUSKAS et al., 1991).

Portanto, os resultados encontrados de excessos enantioméricos (>99%) para 0s
alcoois R e S de 2 foram bem superiores aos descritos na literatura (e.e. 76% para (R)-2 e e.e.
91% para (S)-2 para 0 mesmo LAC produzido via sintese assimétrica (ARFAOQOUI et al.,
2013).

Os resultados da RCE de rac-2-Ac foram publicados no artigo intitulado “Skeletal
Optimization of Cytotoxic Lipidic Dialkynylcarbinols” (BOURKHIS et al., 2018), publicado
no periodico ChemMedChem (DOI: 10.1002/cmdc.201800118).

4.2.1 Estudo da influéncia de co-solvente na RCE de rac-2-Ac catalisada pela lipase CAL-B

O ambiente aquoso é considerado ideal para as reacfes enzimaticas porque
possibilita a manutencdo estrutural da enzima. No entanto, a quantidade de substratos
organicos sollveis em agua é limitada, principalmente no caso dos LACs. Assim sendo, em
reacOes hidroliticas, utilizando lipases, determinadas propor¢des de co-solventes orgéanicos
sdo usadas a fim de alcancar uma solubilidade maior do substrato no meio reacional
(FONSECA, 2017).

Porém, o uso de solvente organico em laboratorios de pesquisa € em processos
industriais tem causado certa preocupacdo, devido serem agressivos ao meio ambiente.
Portanto, com base no conceito da Quimica Verde buscou-se um processo ainda mais
sustentavel para produzir os alcoois (R) e (S)- 2. Assim, avaliou-se a resolucdo cinética
enzimatica de rac-2-Ac com a lipase CAL-B em meio estritamente aquoso (sem co-solvente),

mantendo as demais condi¢es testadas inicialmente (Figura 31). Como resultado, observou-
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se que a reacdo continua eficiente (e.e.s e e.e.p > 99%, c= 50% e E >200) (ALMEIDA et al.,
2020).

Figura 31. Reacdo de RCE (via hidrélise) do LAC rac-2-Ac sem co-solvente

OAc OH OAc
C. antarctica B . 2
Z ZE A
11 tampao fosfato 100mM (pH 7) 1 1
rac-2-Ac 30°C, 48 h, 250 (R)-2 c=50% (S)-2-Ac
P ee.>99% 1200 €€ >99%

4.3 Resolucdo cinética enzimatica do acetato de heptadeca-1,4,6-tri-in-3-ila (rac-3-Ac)

Os estudos preliminares com rac-2-Ac foram determinantes na escolha das lipases
PS IM, TLL e CAL-B a serem investigadas na reacdo de hidrélise de rac-3-Ac, seguindo as
mesmas condi¢cdes empregadas anteriormente para o rac-2-Ac (MeCN como co-solvente, 2:1
enzima:substrato (m:m), 30 °C e 48h). Em tais condic¢des, apenas a CAL-B mostrou atividade
para o rac-3-Ac, com c= 64%, e.e., 52%, e.e.s 93% e E= 10 (Entrada 1, Tabela 9). A partir
desses resultados, resolveu-se realizar um estudo de otimizacdo da RCE desse substrato,

variando-se 0 tempo e temperatura reacional.

4.3.1 Otimizacdo do tempo e temperatura reacional da RCE de rac-3-Ac

O estudo da otimizacdo do tempo e temperatura da resolucdo cinética enzimatica
de rac-3-Ac com CAL-B, MeCN como co-solventene e 2:1 enzima:substrato (m:m) foi
realizado nas temperaturas de 30, 25 e 20 °C e tempos variados em funcdo da temperatura
investigada (Tabela 9).

A reacdo foi também realizada nos tempos de 7-24 h a uma temperatura de 30 °C
(Entradas 2-4, Tabela 9). Nesse caso, o melhor valor de converséo foi obtido em 7 h de
reacdo (c= 50%) (Entrada 4), mas com moderado valor de seletividade enzimatica (E= 58).
Entédo, os experimentos foram realizados a 25 °C em tempos menores (1, 3 e 6 h), Entradas 5-
7 (Tabela 9). Nessa temperatura, observou-se um aumento significativo nos valores de E,
todos acima de 200. Conversdes proximas a ideal de 50% foram alcancadas nos tempos de 3 e
6 h (Entradas 5 e 6, respectivamente). Embora tenha sido observado um elevado valor de e.e.
(98%) para o substrato quando a reacgéo foi realizada em apenas 1 h (Entrada 7), a conversao

foi apenas de 42% e e.e.p foi baixo (71%).
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Tabela 9. Resultados do estudo de otimizagdo do tempo e temperatura reacionais na RCE do rac-3-Ac, via
hidrolise, catalisada pela lipase CAL-B (MeCN como co-solvente e 2:1 enzima:substrato)

Entrada Tem?oecl:’?tura gg;ggg?he) e.ep(%)? e.es(%)? c (%) EC
1 48 52 93 64 10
2 24 60 98 62 16
3 %0 12 82 98 54 46
4 7 90 90 50 58
5 6 98 94 49  >200
6 25 3 96 95 49  >200
7 1 71 98 42  >200
g 3 98 95 49  >200

3 Determinado por CG-DIC; ? Conversdo, ¢ = e.e.s/(€.e.s+€.€.p);
¢ Razdo enantiomérica, E = In [1-c(1+e.e. p)])/In[1-c(1-e.e.5)].¢ Sem co-solvente

Vale mencionar que, os resultados da RCE de rac-3-Ac apresentados na Entrada 6
da Tabela 9 também foram publicados no artigo intitulado “Skeletal Optimization of
Cytotoxic Lipidic Dialkynylcarbinols” (BOURKHIS et al., 2018), publicado no periodico
ChemMedChem (DOI: 10.1002/cmdc.201800118), ja citado anteriormente. Em seguida, o
composto (S)-acetato de 3 enantioenriquecido foi hidrolisado, via enzimética usando a lipase
CAL-B, e forneceu o respectivo (S)-alcool com 77% de rendimento, com manutencao do e.e.
de 95% (Item 5.6.3.1, p. 71) (Figura 32).

Figura 32. Reacéo de RCE (via hidrdlise) do LAC rac-3-Ac e hidrélise enzimatica de (S)-3-Ac utilizando
Candida antarctica B

OAc OH OAc
P “ C. antarctica B y “ v - “«
= S N tampao fosfato 100mM (pH 7) = N S = N S
N MeCN (co-solvente) N N ;
. 9 25 °C,3 h, 250 rpm (R)-3 9 (S)-3-Ac
rac-3-Ac e.e.96% c=50% e.e.95%
44% E>200 47%
OAc OH
4 A C. antarctica B . é AN
X tampao fosfato 100mM (pH 7) A
9 -
(S)-3-Ac MeCN (co-solvente) (S)-3 9

40 °C, 68 h, 250 rpm e.e.95%
7%
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Posteriormente, tendo como referéncia o resultado obtido na hidrélise do acetato
dialquinilcarbinol rac-2-Ac com CAL-B sem co-solvente (ver a Se¢do 4.2.1), decidiu-se
estender essa abordagem enzimética para o acetato butadiinil alquinilcarbinol rac-3-Ac.
Portanto, a reagdo de RCE do rac-3-Ac foi realizada sem co-solvente, mantendo inalteradas
todas as outras condicdes de rea¢do (CAL-B, 25 °C e 3 h), Tabela 9 (Entrada 6). Neste caso,
foi observada um ligeiro aumento no valor de e.e., de 96% para 98%, com conversdo de 49%,
e.e.s de 95% e enantioseletividade (E) > 200 Tabela 9 (Entrada 8). Este resultado indica que a
reacdo ocorre na interfase do sistema meio hidrolitico/meio orgénico, sem a necessidade da
adicdo de um co-solvente (ALMEIDA et al., 2020).

Os resultados discutidos até 0 momento mostraram, claramente, que a diminuicéo
da temperatura (30—25 °C) melhorou os valores de enantiosseletividade e conversdo. No
entanto, 0s excessos enantioméricos obtidos para os compostos (S)-3-Ac (e.e.s) e (R)-3 (e.e.p)
ainda precisavam ser melhorados. Assim, a RCE do referido LAC foi realizada a 20 °C, sendo
a transformacdo monitorada até 50% de conversdo (Entradas 1 a 3, respectivamente), Tabela
10. A esta temperatura mais baixa, o melhor resultado (c= 50%, E > 200, e.e.s e e.e., 98%) foi
obtido ap6s 7 h de reacdo Tabela 10 (Entrada 1) (ALMEIDA et al., 2020).

Tabela 10. Resultados do estudo de RCE do rac-3-Ac, via hidrdlise, catalisada pela lipase CAL-B a 20 °C
(MeCN como co-solvente e 2:1 enzima:substrato)

Entrada ;:;228 ?h% e.ep(%)? e.es(%)? ¢ (%)° E°
1 7 98 98 50 >200
2 5 98 91 45 >200
3 3 97 77 44 154

a Determinado por CG-DIC; ? Conversdo, ¢ = e.e./(e.e.s+€.e.p);
¢Raz&o enantiomérica, E = In [1-c(1+e.e. 5))/In[1-c(1-e.e.p)].

Em suma, o estudo de otimizagdo do tempo e temperatura reacionais na RCE do
rac-3-Ac, via hidrdlise, catalisada pela lipase CAL-B (MeCN como co-solvente e 2:1
enzima:substrato (m:m)) foi realizado empregando-se as temperaturas de 30, 25 e 20°C e 0s
tempos variaram de 1 a 48 h, dependendo da temperatura investigada. Os resultados
mostraram a influéncia direta das duas variaveis (tempo e temperatura) nos parametros
medidos (e.e.s, e.e.p, ¢ € E). A condicdo reacional mais satisfatoria (e.e. 98%, c= 50% e E >
200) para a obtencdo dos compostos (S)-3-Ac e (R)-3 foi seguinte: enzima CAL-B, MeCN
como co-solvente, 2:1 enzima:substrato (m:m), 20 °C e 7 h de reacdo (Figura 33).
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Os resultados encontrados nas condi¢Ges otimizadas foram consideravelmente
melhores aos descritos na literatura (e.e. 84% para (R)-3 e (S)-3) quando o mesmo LAC foi
produzido via sintese assimétrica (BOURKHIS et al., 2018).

Figura 33. Reacéo de RCE (via hidrolise) do LAC rac-3-Ac nas condigdes otimizadas

OAc OH OAc
4 C. antarctica B N // \\ + // %
- A X
rac-3-Ac 9 tampao fosfato 100mM (pH 7) (R)-3 9 (S)-3-Ac 9
MeCN (co-solvente) e.e. 98% = 50% e.e. 98%
20 °C, 7 h, 250 rpm E>200

4.4 Resolucdo cinética enzimética do acetato de heptadec-1-en-4-in-3-ila (rac-4-Ac)

O estudo da resolucdo cinética enzimatica do alquinilcarbinol rac-4-Ac foi
iniciado empregando-se as lipases PS IM, TLL e CAL-B e as condi¢des 30 °C; relacdo
enzima:substrato (m:m) de 2:1; MeCN como co-solvente; tempo reacional de 48 h, utilizadas
no estudo com o LAC padrdo rac-2-Ac (Tabela 8, p. 50). Os resultados obtidos estdo

sumariados na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados obtidos na RCE (via hidrdlise) do rac-4-Ac, catalisada por lipases (MeCN como co-
solvente; 2:1 enzima:substrato, 30 °C; 48h)

e.ep €8s c

Entrada Lipase (96 (%) (%) E®
1 CAL-B 92 98 52 110
2 TLL 75 86 53 19
3 PS IM 47 95 67 9

2 Determinado por CG-DIC; P Conversdo, ¢ = e.e.s/(e.e.s+€.e.p);
¢Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.e.p)].

Novamente, a CAL-B foi a lipase que apresentou os melhores resultados na
hidrolise do acetato racémico (Entrada 1), mas ainda com enantiosseletividade moderada (E=
110). Assim, a reacédo foi refeita empregando-se a lipase CAL-B, o co-solvente MeCN e as
condigdes (tempo e temperatura) apresentadas na Tabela 12, as quais foram satisfatorias na
RCE de rac-2-Ac (Entrada 1), porém em um menor tempo reacional, e rac-3-Ac (Entrada 2) .
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Tabela 12. Resultados da resolucéo cinética via hidrolise de rac-4-Ac, usando a relacdo enzima:substrato
2:1 e utilizando a lipase de CAL-B, em MeCN, variando a temperatura e 0s tempos reacionais

Entrada  Tempo T(°C) eep(%)? ees(%)®  c(%)P EC
1 24h 30 9 91 49 103
2 3h 25 97 95 49 >200

2 Determinado por CG-DIC;  Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+€.e.p);
¢Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.e.p)].

Dentre os dois testes realizados, é perceptivel que a RCE do rac-4-Ac forneceu
melhores resultados quando foram usados os parametros do alquinilcarbinol rac-3 (Tabela
12, Entrada 2). Vale ressaltar que o excesso enantiomérico do produto (R)-4 foi determinado a
partir do seu acetato ((R)-4-Ac), este ultimo obtido ap6s a acetilacdo quimica do alcool
(Figura 34). A referida acetilagdo foi necessaria, uma vez que ndo foi possivel separar os
enantiébmeros de rac-4 por CG-DIC.

Portanto, na RCE (via hidrolise) do rac-4-Ac, os melhores resultados foram
alcancados quando a reacéo foi catalisada pela lipase CAL-B nas condigdes de MeCN como
co-solvente; 2:1 enzima:substrato (m:m); 25 °C e 3 h de reagdo (Figura 34). O composto (S)-
acetato de 4 enantioenriquecido foi hidrolisado, via enzimatica usando a lipase CAL-B, e
forneceu o respectivo (S)-alcool com 80% de rendimento, com manutencdo do e.e. de 95%
(Item 5.6.4.2, p. 72) (Figura 34). Novamente, esses resultados foram superiores aos descritos
na literatura (e.e. 91% para (R)-4 e e.e. 76% para (S)-4) na sintese assimétrica desse LAC
(ARFAOUI et al., 2013).
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Figura 34. Reacdo de RCE (via hidrélise) do LAC rac-4-Ac
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4.4.1 Estudo da influéncia de co-solvente na RCE de rac-4-Ac catalisada pela lipase CAL-B
Da mesma forma como foi realizado para rac-2-Ac e para rac-3-Ac, verificou-se a
necessidade da adicdo de co-solvente na RCE (via hidrdlise) de rac-4-Ac catalisada pela
enzima lipase CAL-B. A reacéo foi repetida na auséncia de co-solvente, nas condic¢des de 3 h,
25 °C e relacdo enzima:substrato (m:m), 2:1. Nesse caso, 0s resultados foram inferiores aos
obtidos com o uso de MeCN como co-solvente, principalmente no que se refere a
enantiosseletividade da reacdo (E= 35). Foram obtidos valores de e.e. menores [(R)-4: e.e.
84%; (S)-4-Ac: e.e. 89%] e conversdo de 51%. Portanto, para este LAC, faz-se necessario o

uso do co-solvente MeCN.

4.5 Resolucao cinética enzimética do acetato de heptadec-1-in-3-ilo (rac-5-Ac)

Em virtude de nos estudos das RCEs dos alquinilcarbinois rac-2-Ac, rac-3-Ac e
rac-4-Ac os melhores resultados terem sido obtidos com a enzima CAL-B, resolveu-se
investigar somente essa lipase na RCE do rac-5-Ac (Figura 35). As condicGes inicialmente
testadas foram: 25 °C, relagdo enzima:substrato (m:m) de 2:1, MeCN como co-solvente e
tempo reacional de 3 h. Os resultados encontrados foram c= 48%, E > 200, e.e., > 99% [(R)-
5] e e.e.s 94% [(S)-5-Ac].
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A partir dos resultados obtidos decidiu-se aumentar o tempo de reacdo para 5 h
com o objetivo de obter valor de conversdo de 50%. De fato, nesse tempo reacional, a
conversdo ideal de c= 50% foi alcancada. Contudo, levou a uma reducdo no valor de E de
>200 para 194 e variagcdo nos excessos enantioméricos (e.e.p 96% (R)-5 e e.e.s 96% [(S)-5-
Ac]). Com base nesses resultados, resolveu-se investigar a influéncia do co-solvente na

reacao.

4.5.1 Estudo da influéncia de co-solvente na RCE de rac-5-Ac catalisada pela lipase CAL-B

Dentre os parametros para analise da eficiéncia do solvente em uma RCE,
destaca-se o log P (constante de particdo octan-1-ol/agua) que é uma medida quantitativa da
polaridade de um solvente. Em geral, a atividade enzimatica em reacdes catalisadas por lipase
aumenta com o aumento dos valores de log P dos solventes. Solventes polares (log P
negativo) tendem a retirar parte da dgua que constitui a camada de hidratacdo essencial da
superficie da lipase, causando a inativa¢do enzimatica. Por outro lado, solventes apolares (log
P positivo) preservam a fase micro aquosa ao redor da lipase, retendo a atividade enzimatica
(CARVALHO et al.,2015).

Assim, a influéncia do co-solvente foi avaliada realizando-se experimentos
somente em solucdo tampdo pH 7 (sem co-solvente) e na presenca de solventes organicos
com diferentes valores de log P. As reacdes foram realizadas 25 °C, 5 h, tampéo fosfato de
sodio 100 mM, pH 7 e enzima:substrato (m:m) 2:1, com o0s seguintes co-solventes: THF, n-

butanol, heptano e acetona. Os resultados obtidos encontram-se listados na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados da RCE (via hidrolise) de rac-5-Ac catalisada pela lipase CAL-B (25 °C, 5 h, 2:1
enzima:substrato) na auséncia e presenca de co-solventes

Entrada Co-solvente LogP e.e,(%)* e.es(%)? c(%)° E®

1 - -

2 THF 0,50 95 88 48 114
3 n-butanol 0,80 81 51 39 16
4 Heptano 4,00 90 97 52 78
5 Acetona -0,23 97 67 41 129
6 MeCN¢ -0,33 96 96 50 194

a Determinado por CG-DIC; ? Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+€.e.p);
¢ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.)]/In[1-c(1-e.e.p)]; “resultado descrito no Item 4.5
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Na auséncia de co-solvente (Entrada 1) ndo houve formacéo do produto esperado
e os resultados dos experimentos contendo co-solventes (Entradas 2-5) foram todos inferiores
aos anteriormente obtidos com MeCN (Entrada 6). Dessa forma, observou-se variacdes
significativas de conversdo e de seletividade dependendo do co-solvente utilizado. No
entanto, percebe-se que nenhuma correlagdo é evidenciada com o correspondente indice de
lipofilicidade log P, apesar de sua relevancia, tanto do ponto de vista do reagente/catalisador
(a eficiéncia de uma enzima depende diretamente de sua compatibilidade com solventes
organicos versus meios bioldgicos aquosos) quanto substratos (os LACs sdo ligeiramente
anfifilicos, mas principalmente lipidicos).

Por exemplo, quando realizou-se a rea¢do com acetona (log P = -0,23) como co-
solvente, tendo uma polaridade semelhante a do MeCN (log P = -0,33), a conversao foi menor
(c = 41%), embora com seletividade semelhante (e.e., 97%; E = 129), Tabela 13 (Entrada 5).
Além disso, THF (log P = 0,50) e heptano (log P = 4,00), com valores bastante diferentes de
log P, deram conversdes semelhantes (48 e 52%, respectivamente, Tabela 13, Entradas 2 e 4).
No entanto, um co-solvente altamente lipofilico (heptano) reduziu significativamente a
enantioseletividade (E = 78, Tabela 13, Entrada 4), e o co-solvente alifatico prético (n-
butanol) resultou em um valor mais baixo ainda (E = 16, Tabela 13, Entrada 3). Este ultimo
resultado pode ser atribuido a uma interferéncia de ligacdes de hidrogénio no sitio ativo da
enzima.

Até onde sabemos, ndo existe uma regra geral na hidrolise enzimatica que
explique os efeitos diretos da adicdo de co-solvente aos sistemas aquosos na conformagéo
enzimatica. Apesar disso, uma maior flexibilidade enziméatica é normalmente observada na
hidrolise realizada em meio aquoso (sem co-solvente), onde as moléculas de agua induzem
alteracbes conformacionais no sitio ativo (TSOU, 1998; RARIY e KLIBANOV, 2009;
BROOS, 2002). Sugere-se que a adi¢cdo de um co-solvente capaz de retirar as moléculas de
agua do sitio ativo da enzima altere seu microambiente, induzindo alteragdes na conformacao
da enzima (LIMA et al., 2017). Além de promover mudanc¢as na conformagdo enzimatica, a
adicdo de um co-solvente ao sistema aquoso da reacdo também influencia a transferéncia de
massa do substrato entre as fases aquosa e organica devido a presenca de uma interface.
Portanto, em alguns casos, a adi¢do de co-solventes organicos a reacdes catalisadas por lipase
pode melhorar os valores de conversdo (FABER, 2011).

Como visto anteriormente, a RCE de rac-2-Ac e rac-124-Ac, ambos exibindo

cadeias longas insaturadas, também produziu bons resultados em meio totalmente aquoso.
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Diferentemente, o rac-5-Ac possui uma cadeia mais longa completamente saturada e sua RCE
ocorreu apenas com a adicdo de co-solvente (Tabela 13). Nesse caso, pode-se sugerir que a
adicdo de co-solvente é responsavel por promover uma conformacdo enzimatica adequada e
melhorar a transferéncia de massa de rac-5-Ac entre as fases aquosa e organica.

Por fim, a RCE do rac-5-Ac que apresentou os melhores resultados foi a
catalisada pela lipase CAL-B nas condicbes de MeCN como co-solvente; 2:1
enzima:substrato (m:m); 25 °C e 5 h de reagdo (Figura 35). Vale destacar que na literatura
(ARFAQUI et al., 2013) foi relatado apenas a sintese do (S)-5 (e.e. >99%), o qual foi obtido a
partir de um intermediario quiral enantiopuro (e.e.100%). Portanto, os resultados aqui
apresentados sdo inéditos e representam a primeira RCE do (R)-5 enantioenriquecido (e.e.
96%). A hidrdlise de (S)-5-Ac com a lipase CAL-B produziu (S)-5 com 57,5% de rendimento

e 96% de excesso enantiomérico (Iltem 5.6.5.1, p. 72) (Figura 35).

Figura 35. Rea¢do de RCE (via hidrdlise) do LAC rac-5-Ac e hidrdlise enzimatica do (S)-5-Ac
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4.6 Resolugdo cinética enzimatica do acetato de 1-(tri-isopropilsilil) penta-1,4-di-in-3-ila
(rac-6-Ac).

Ao contrario dos LACs 2-5 que apresentavam estruturas com 17 atomos de
carbono, o alquinilcarbinol rac-6 possui apenas 5 carbonos em sua estrutura (Figura 27, p.
47). E importante ressaltar que segundo a literatura todas as tentativas de preparacio do (R)- e
(S)-6, enantiomericamente puros falharam atraves de sintese assimétrica, o que levou 0s
autores a empregarem a RCE via acilacdo como metodologia alternativa (LISTUNOV et al.,
2018a).
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A reacdo biocatalitica foi realizada empregando-se a lipase CAL-B, em ciclo-
hexano, acetato de vinila (doador de grupo acila), relacdo enzima:substrato (m:m) de 1:5,
tempo de 24 h e temperatura ambiente. Sob essas condicdes, o (S)-6 foi obtido com apenas
42% de excesso enantiomérico e 31% de conversdo. Para atingir e.e. de 95%, os autores
repetiram 3 vezes a rea¢do com o &lcool enantioenriquecido [(S)-6], isolado apds cada
resolucdo. Portanto, o desenvolvimento de métodos de RCE do rac-6, considerado um
intermediario importante em sintese organica, representa um desafio para a area de

biocatalise.

4.6.1 Triagem de lipases na RCE do rac-6-Ac

O estudo da resolucéo cinética enzimatica, via hidrolise, de rac-6-Ac foi iniciado
pela triagem de 15 lipases e 1 esterase, todas comerciais (Figura 36). As reacbes foram
realizadas nas seguintes condicdes: relacdo enzima:substrato (m:m) de 2:1, 80% de tampao
fosfato de s6dio 100 mM (pH 7), 20% de MeCN (co-solvente), temperatura de 30 °C e tempo
de 48 h. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 14.

Figura 36. Resolucdo cinética enzimética do rac-6-Ac via reacgdo de hidrolise

Lipase - +
R » R Z N
TIPS tampao fosfato 100mM (pH 7) TIPS TIPS
rac-6-Ac MeCN (co-solvente) (R)-6 (S)-6-Ac

30 °C, 48 h, 250 rpm
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Tabela 14. Triagem de lipases na RCE (via hidrdlise) de rac-6-Ac

eep €8s C

Entrada  Lipase (%) (%7 (%) EC

1 P. camemberti - - 0 -

2 Pancreas de porco - - 0 -

3 R. niveus - - 0 -

4 Esterase imob. em Eupergit® C de figado de i i 0 i

porco

5 P. fluorescens imob. em sol-gel AK pumice 93 1 1 26

6 C. rugosa 49 61 45 7

7 A. niger 0 0 90 1

8 R. oryzae imob. em immobead-150 >99 9 9 >200
9 Amano lipase de P. fluorescens >09 86 46 >200
10¢ Amano lipase de P. fluorescens 98 87 47 >200
11 Amano lipase PS-IM >09 88 47 >200
12¢ Amano lipase PS-IM >909 13 35 >200
13 T. lanuginosus imob. em immobead-150 98 94 49 >200
149 T. lanuginosus imob. em immobead-150 >99 53 33 >200
15 C. antarctica B imob. em resina acrilica 90 >99 53 >200
16¢ C. antarctica B imob. em resina acrilica 96 98 50 >200
17 Amano lipase de M. javanicus >09 22 18 >200
18 R. miehei imob. em resina anidnica >09 12 11 >200
19 P. fluorescens imob. em immobead 150 >09 45 31 >200
20 P. fluorescens imob. em sol-gel AK >99 21 17 >200

2 Determinado por CG-DIC; P Conversdo, ¢ = e.e.s/(e.e.s+€.€.p);
©Raz30 enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.,)/In[1-c(1-e.e.,)]; ¢ CondicBes: 40 °C, 24 h.

Na resolucdo cinética do rac-6-Ac, as lipases de P. camemberti, pancreas de porco
e R. niveus foram consideradas inativas, bem como a esterase imobilizada de figado de porco
(Tabela 14, Entradas 1-4). Além disso, as lipases de P. fluorescens imobilizada em sol-gel
AK pumice e R. oryzae imobilizada em immobead-150 exibiram valores de conversao baixos
(Tabela 14, Entradas 5 e 8). Entre as enzimas testadas, a lipase de A. niger foi a mais ativa,
atingindo 90% de conversao (Tabela 14, Entrada 7).

Todas as outras enzimas apresentaram alta enantioselectividade (E > 200),
destacando Amano lipase de P. fluorescens, Amano lipase PS-IM, T. lanuginosus imobilizada
em immobead-150 e C. antarctica B imobilizados em resina acrilica, levando a RCE a valores
de conversdo proximos a 50% (Tabela 14, Entradas 9, 11, 13 e 15). Dentre estas enzimas,
apenas a Amano lipase de P. fluorescens e a Amano lipase PS-IM (Entradas 9 e 11) levaram

ao produto (R)-6 com valores de e.e. > 99% e conversdo proxima a 50%. Destacam-se
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também as enzimas Amano lipase de M. javanicus, R. miehei imob. em resina anionica, P.
fluorescens immob. em immobead 150 e P. fluorescens imob. em sol-gel AK que
proporcionaram valores de excesso enantiomérico para o alcool (e.e.p) >99% e
enatiosseletividade >200 (Tabela 14, Entradas 17 a 20).

A fim de reduzir o tempo de reagdo para 24 h, a RCE de rac-6-Ac foi repetida a
uma temperatura mais alta (40 °C), usando Amano lipase de P. fluorescens, Amano lipase PS-
IM, T. lanuginosus imobilizado em immobead-150 e C. antarctica B imobilizados em resina
acrilica (Tabela 14, Entradas 10, 12, 14 e 16). Nestes casos, a CAL-B apresentou o melhor
valor de conversdo (¢ = 50%), mantendo altos excessos enantiomeéricos para o substrato
remanescente (e.e.s 98%) e produto (e.e.p 96%), (Tabela 14, Entradas 16).

Dessa forma, com o objetivo de se obter valores de conversdo de 50% e de
otimizar essa reacdo de RCE, novos experimentos foram realizados com as enzimas que
foram mais eficazes na triagem, modificando a temperatura, o tempo reacional, razéo

enzima:substrato e efeito do co-solvente.

4.6.2 Estudo da influéncia de co-solvente na RCE de rac-6-Ac

Inicialmente, a resolucdo cinética do rac-6-Ac foi repetida usando uma
temperatura de 40 °C e um tempo reacional de 24 h, substituindo MeCN (log P = -0,33) pelo
co-solvente menos polar THF (log P = 0,49), usando as lipases Amano PS de B. cepacia
imobilizada em terra de diatomaceas, lipase Amano de P. fluorescens, lipase de T.
lanuginosus imobilizada em immobead-150 e lipase de C. antarctica B imobilizada em resina
acrilica (Tabela 15).

Tabela 15. Resultados da resolucdo cinética de rac-6-Ac via hidrolise, usando a relagdo enzima:substrato
(2:1), THF como co-solvente a 40 °C durante 24 h

eep €Ls

Entrada Lipase (%) (%)

c(%)>  EC

1 T. lanuginosus imob. em immobead-150 >99  >99 50 >200
2 Amano lipase de P. fluorescens >99 94 48 >200
3 C. antarctica B imob. em resina acrilica 98 55 36 >200
4 Amano lipase PS-1IM >99 42 30 >200

a Determinado por CG-DIC; ? Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+€.e.p);
¢Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.e.p)];
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Entre as enzimas testadas, apenas T. lanuginosus imobilizada em immobead-150
apresentou melhora significativa nos resultados quando comparado ao experimento realizado
em MeCN como co-solvente, produzindo (R)-6 e (S)-6-Ac com valores de e.e. > 99%,
conversao de 50% e E > 200 (Tabela 15, Entrada 1).

A comparacdo dos resultados com a lipase de T. lanuginosus imobilizada no
immobead-150 em MeCN e THF revelou claramente a grande influéncia do co-solvente
organico na RCE do rac-6-Ac. Desse modo, decidiu-se dar continuidade o estudo do efeito do

co-solvente, bem como da sua auséncia.

4.6.3 Estudo da influéncia de co-solvente na RCE de rac-6-Ac catalisada pela lipase T.
lanuginosus imobilizada em immobead-150

Além de THF, realizou-se a RCE de rac-6-Ac em outros co-solventes, como n-
butanol, acetona e heptano, mantendo as demais condi¢6es utilizadas no experimento anterior,
Tabela 16.

Tabela 16. Resultados da resolucéo cinética de rac-6-Ac via hidrdlise, usando a relacdo enzima:substrato
(2:1),a 40 °C, 24 h e utilizando a lipase TLL, na presenca e auséncia de co-solventes

Entrada  Co-solvent logP eep(%)? ees(%)? c(%)P E®
1 THF 0,50 >99 >99 50 >200
2 MeCN -0,33 >99 53 33 >200
3 Acetona -0,24 >99 98 49 >200
4 Heptano 4,00 >99 94 49 >200
5 n-Butanol 0,83 >99 72 42 >200
6 Ausencia de ] 94 97 51 131

co-solvente

a Determinado por CG-DIC; ? Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+€.e.p);
¢Razéo enantiomérica, E= In[1-c(1+e.e.p))/In[1-c(1-e.e.p)];

Embora todos os co-solventes tenham proporcionado a obtencdo de valores de
e.e. e de conversdes mais altos (Tabela 16, Entradas 3-5) em relacdo a MeCN (Tabela 16,
Entrada 2), foi apenas na presenca de THF que o produto (R)-6 e o substrato remanescente
(S)-6-Ac foram produzidos em suas formas enantiomericamente puras (Tabela 16, Entrada 1).
Notavelmente, uma diminuigdo consideravel nos valores de enantioseletividade (E= 131) e
e.e. foram observados quando a RCE do rac-6-Ac foi realizada na auséncia de co-solvente
(Tabela 16, Entrada 6).
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Da mesma forma discutida anteriormente para o rac-5-Ac (Iltem 4.5.1, p. 58), no
que diz respeito a influéncia do co-solvente na RCE deste composto, ndo foi evidenciada
correlacdo com o correspondente indice de lipofilicidade log P para o estudo com o rac-6-Ac.
Mesmo assim, € evidente que o co-solvente desempenha um papel importante na RCE deste

altimo intermediéario.

4.6.4 Estudo da razdo enzima:substrato na RCE de rac-6-Ac catalisada pela lipase T.
lanuginosus imobilizada em immobead-150

Foi realizado o estudo do efeito da variagdo da razdo enzima:substrato (m:m) na
resolucdo cinética enzimatica do rac-6-Ac, utilizando tampao fosfato de s6dio 100 mM (pH
7), temperatura de 40 °C e um tempo reacional de 24 h para reacdo mediada por T.
lanuginosus imobilizada em immobead-150, em THF como co-solvente. Os resultados

encontram-se sumariados na Tabela 17.

Tabela 17. Resultados da resolugéo cinética de rac-6-Ac com a lipase TLL via hidrolise em THF como co-
solvente variando-se a razéo substrato:enzima

Razao substrato: enzima

Entrada (m:m) e.ep (%) e.es (%)? c(%)° EC
1 1:2¢ >99 >99 50 >200
2 1:1 >99 >92 48 >200
3 1:0,5 >99 22 18 >200

2 Determinado por CG-DIC; P Conversdo, ¢ = e.e.s/(e.e.s+€.e.p);
¢ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.e.p)]; 9 resultado do Item 4.6.2.

A variacdo da razdo substrato:enzima (m:m) foi avaliada em duas diferentes
quantidades (1:1 e 1:0,5) para TLL. Nesse caso, foi possivel verificar que, com reducgéo da
razao substrato:enzima (m:m) para 1:1 (Entrada 2) ocorreu uma reducdo no valor de e.e. do
(S)-6-Ac (92%), bem como da conversdo (¢ = 48%). Quando a raz&o substrato:enzima (m:m)
foi de 1:0,5 (Entrada 3), a reacdo foi ainda mais lenta, ja que o valor de conversdo diminuiu
para 18% com consequente diminuicdo do valor de e.e. de (S)-6-Ac para 22%.

Finalmente, o estudo da RCE do éster de alquinilcarbinol rac-6-Ac permitiu
definir as condicGes ideais para a obtencdo dos alcoois quirais (R)- e (S)-6
enantiomericamente puros (e.e. >99%), com méaxima conversio (c=50%) e
enantiosseletividade >200, Figura 37. A hidrélise enzimatica de (S)-6-Ac foi realizada com a

lipase de C. rugosa, pois observou-se que essa enzima ndo € enantiosseletiva na resolucdo



66

cinética de rac-6-Ac (Tabela 14, p. 62), Entrada 6. Portanto, o0 composto (S)-6 enantiopuro
foi produzido com rendimento de 53% e excesso enantiomeérico > 99% (Figura 37) (Iltem
5.6.6.1, p. 73). Assim, vale ressaltar que esses resultados sdo muito superiores aos descritos na

literatura (Figura 27, p. 47) para a sintese desses mesmos compostos.

Figura 37. Reagdo de RCE (via hidrolise) do LAC rac-6-Ac e hidrolise enzimatica de (S)-6-Ac

OAc T. lanuginosus immob. OH OAc

on immobead-150 - +
TIPS/\\\ g /\\\ /\\\

tampao fosfato 100mM (pH 7) TIPS (R)-6 TIPS (S)-6-Ac
rac-6-Ac THF (co-solvente) . ,
40 °C, 24 h, 250 rpm e.e.>99%  c=50% e.e.>99%
o 41% E>200 48%
OAc OH
C. rugosa _
ZA > Z
TIPS tampao fosfato 100mM (pH 7) TIPS
(S)-6-Ac MeCN (co-solvente) (S)-6

30 °C, 96 h, 250 e.e.>99%
rem 53%
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 Equipamentos

Os espectros de RMN 'H e de '3C, as determinagBes de rotagdes Opticas
especificas e os dados de massa de alta resolugdo foram obtidos pelo grupo de pesquisa
Laboratoire de Synthése et Physicochimie de Molécules d'Intérét Biologique (SPCMIB), da
Universidade Paul Sabatier - Toulouse 111, Franca.

As analises das reacdes de hidrolise nas resolugdes cinéticas enzimaticas foram
feitas em um cromatdgrafo gasoso da marca Shimadzu, modelo GC 2010, com um detector
DIC, utilizando-se um auto-injetor da marca Shimadzu, modelo AOC-20i. A fase movel
utilizada foi o gés nitrogénio com 0,5 bar.

Para a fase estacionaria, utilizou-se uma coluna quiral do tipo CP-ChiraSil-DEX
CB com um comprimento de 25 m, diametro interno de 0,25 mm, diametro externo de 0,39
mm e 0,25 pm da espessura de filme para a separa¢ao dos enantiomeros do:

v' rac-2-Ac — Temperatura do injetor: 250 °C; pressao 110 KPa; fluxo da coluna: 9.2
(nitrogénio); Temperatura do detector: 220 °C; Rampa de temperatura: 155 °C (30
min.); 0,1 °C/min. até 190 °C e 5 °C/min. até 220 °C; Tempos de retencao foram: (R)-
2-Ac (65,43 min.); (S)-2-Ac (64,29 min.)

v" rac-3-Ac — Temperatura do injetor: 220 °C; pressao 110 KPa; fluxo da coluna: 9.8
(nitrogénio); Temperatura do detector: 230 °C; Rampa de temperatura: 160 °C (10
min.); 0,1 °C/min. até 162 °C e 0,01 °C/min. até 165 °C. Tempos de retencdo foram:
(R)-3-Ac (90,05 min.); (S)-3-Ac (88,09 min.).

v' rac-4-Ac. Temperatura do injetor: 250 °C; pressdo 100 KPa; fluxo da coluna: 9.2
(nitrogénio); Temperatura do detector: 220 °C; Rampa de temperatura: 155 °C (30
min.); 0,1 °C/min. até 190 °C e 5 °C/min. até 220 °C; Tempos de retencdo foram: (S)-
4-Ac (80,63 min.) e (R)-4-Ac (81,75 min.).

v’ rac-5; rac-5-Ac - Temperatura do Injetor: 250 °C; Pressdo 100 KPa; Fluxo da coluna:
(nitrogénio); Temperatura do detector: 220 °C; Rampa de temperatura: 155 °C (30
min.); 0,1 °C/min. até 190 °C e 5 °C/min. até 220 °C; Tempos de retencdo foram: (S)-5
(51,86 min.) e (R)-5 (53,94 min.); (S)-5-Ac (65,83 min.) e (R)-5-Ac (68,40 min.).

v’ rac-6; rac-6-Ac - Temperatura do Injetor: 200 °C; Pressdo 70 KPa; Fluxo da coluna:
1.19 (nitrogénio); Temperatura do detector: 250 °C; Rampa de temperatura: 120 °C;
0,3 °C/min. até 135 °C (3 min) e 0,5 °C/min. até 155 °C (5 min.); (R)-6 (40,13 min.) e
(S)-6 (39,43 min.); (R)-6-Ac (30,44 min.) e (S)-6-Ac (28,72 min.).
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Utilizou-se, também, a coluna com fase estacionaria quiral Rt®bDEXcst, com
comprimento de 30 m, didmetro interno de 0,25 mm, didmetro externo de 0,39 mm e 0,25 um
da espessura de filme para a separagéo dos enantidmeros do:

v' rac-2 — rampa de temperatura: 175 °C (3 min.); 1 °C/min. 190 °C; 5 °C/min. 220 °C.
Tempos de retencdo foram: (R)-2 (16,94 min.); (S)-2 (17,98 min.).

v rac-3 — rampa de temperatura: 198 °C (10min); 2 °C/min. 210 °C (10 min.). Tempos
de retencgdo foram: (R)-3 (26,99 min.); (S)-3 (25,84 min.)

As reacdes feitas com agitacdo foram realizadas em um shaker de bancada, com uma

incubacdo refrigerada, da marca Analitica de modelo SI-300R.

5.2 Solventes e reagentes

Os solventes heptano, hexano, acetona, diclorometano e n-butanol foram de
procedéncia Biograde®. A acetonitrila e tetraidrofurano, grau CLAE, foram da marca
TEDIA®,

Os seguintes reagentes foram usados: anidrido acético (Ac20), de procedéncia
Vetec®; Sulfato de sodio anidro (Na2SOs) e 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP), de
procedéncia Sigma-Aldrich®; Tampao fosfato de s6dio 100 mM (NazHPO4/NaH2POy).

5.3 Biocatalisadores

Os biocatalisadores empregados, todos de procedéncia Sigma-Aldrich®, foram:
Amano lipase G de Penicillium camemberti;
Amano lipase PS de Burkholderia cepaci imobilizada em terra diatoméacea,;
Amano lipase M de Mucor javanicus;
Amano lipase AK de Pseudomonas fluorescens;
Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em immobead-150;
Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em Sol-Gel-AK;
Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada Sol-Gel-AK pumice;
Lipase de Rhizopus oryzae;
Lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150;

Lipase de Aspergillus niger;

S N N N N N N U N NN

Lipase de Pancreas porcine;
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Lipase de Candida rugosa;
Lipase de Rhizopus niveus;
Lipase de Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica;

Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei imobilizada em resina anionica;

AN N NN

Esterase imobilizada em Eupergit® de figado de porco.

5.4 Adsorventes

Para a realizagcdo das andlises cromatogréaficas de adsor¢do em colunas foi utilizada
como fase estacionaria gel de silica (60-230 mesh) comercial, de procedéncia Vetec®. Nas
analises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram empregadas cromatoplacas
comerciais de gel de silica 60 G 5-40 um, sobre poliéster T-6145, com camada de 250 um de
espessura e dimens@es de 10 x 5 cm, da marca Sigma Chemical Co®.

Ap0s eluicdo das substancias nas cromatoplacas, procedeu-se a revelacdo com solucao
de vanilina (5 g) em &cido perclorico (0,75 mol/L) em etanol (C2HsO, 100 mL), seguida de
aquecimento a 100 °C com pistola aquecedora da marca Dekel®, modelo DK1060, por

aproximadamente 1 min.

5.5 Preparac6es dos acetados racémicos de alquinilcarbindis

A reacdo de O-acetilacdo ocorreu em um baldo de 15 mL, contendo 50 mg do rac-
alquinilcarbinol (1 eq.) dissolvido em 2 mL de CH.Cl> numa concentracéo final de 0,1 mol/L.
Em seguida, adicionaram-se 10 eq. de anidrido acético (190 pL, 2,0 mmol) e 1 eq. de DMAP
(24 mg, 0,20 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
(aproximadamente 30 °C) por 10 min. Apo6s evaporacdo do solvente, o produto bruto foi
purificado utilizando uma coluna cromatografica com gel de silica, tendo como fase mével a
mistura hexano:CH.Cl; (1:1). Os rendimentos para o0s produtos rac-2-Ac, rac-3-Ac, rac-4-Ac,
rac-5-Ac e rac-6-Ac foram de 85%, 79%, 81%, 74% e 90%, respectivamente.

5.6 Procedimentos gerais para as resolucdes cinéticas enzimaticas
5.6.1 Triagem de lipases comerciais na RCE de rac-2-Ac e rac-6-Ac

Em um vial de 2 mL, dissolveu-se 1 eq. (5 mg, 0,018 mmol) do acetato de
alquinilcarbinol racémico em 144 pL de MeCN e 36 pL de tampdo fosfato de sodio 100 mM (
pH 7) na proporcdo 80/20 (v/v) e, por ultimo, adicionou-se a lipase em uma proporcao

lipase:substrato (m:m) de 2:1 (10 mg da lipase). A reacdo foi realizada a 30 °C por 48 h, com
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uma rotacdo de 250 rpm em shaker. Posteriormente, separou-se a enzima do meio por
filtracdo simples e realizou-se a extracdo do produto com AcOEt (3 x 5 mL). A fase organica
foi tratada com Na»SO4 anidro e apoés filtragdo simples, o solvente foi evaporado a presséo
reduzida. O produto bruto foi analisado por CG-DIC na concentracdo de 1 mg da amostra em
1 mL de AcOEt grau CLAE.

5.6.2 Resolucéo cinética enzimatica do rac-2-Ac

Em um Erlenmeyer de 10 mL, adicionaram-se 90 mg (0,35 mmol) de rac-2-Ac e
0,7 mL de MeCN (co-solvente), seguidos de 2,8 mL de tampéo fosfato de sddio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) solvente:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 180 mg da lipase de
Candida antarctica B, em uma razéo 2:1 (m:m) em relacdo ao substrato. Manteve-se a reacao
sob agitacdo (250 rpm) a 30 °C durante 48 h. Apds filtracdo da enzima, o produto foi extraido
com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase organica foi tratada com Na>SOa. Apos filtracdo e evaporagédo
do solvente, o produto bruto foi purificado por cromatografia em gel de silica usando como
eluente hexano:CHCl> (7:3), levando a obtencdo de (R)-2 (34 mg, 40% de rendimento; e.e.
>99%) e de (S)-2-Ac (36 mg, 40% de rendimento; e.e. >99%).

5.6.2.1 Hidrolise quimica do (S)-2-Ac

O acetato (S)-2-Ac (10,5 mg, 0,036 mmol) foi dissolvido em metanol (MeOH)
(250 pL) e carbonato de potéssio (K2COs) (5 mg, 1 eq.). A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente. Apds 2 h, a CCD mostrou um consumo completo do material de
partida. Em seguida, adicionou-se agua e a mistura foi extraida com éter dietilico (Et.0). A
fase organica foi lavada com uma solucdo saturada de cloreto de sédio e tratada com sulfito
de sodio (Na2S0s3) anidro, filtrada e concentrada até a secura sob presséo reduzida. O produto
bruto foi purificado por cromatografia flash em gel de silica utilizando como eluente éter de
petréleo/Et,O (90:10), levando a 7,9 mg do alcool (S)-2, correspondendo a 88% de
rendimento (BOURKHIS et al., 2018).

5.6.3 Resolucéo cinética enzimatica do rac-3-Ac

Em um Erlenmeyer de 10 mL, adicionaram-se 49 mg (0,171 mmol) de rac-3-Ac e
343 puL de MeCN (co-solvente), seguidos de 1,37 mL de tampé&o fosfato de s6dio 100 mM
(pH 7), razdo 80:20 (v/v) tampé&o:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 98 mg da lipase de

Candida antarctica B, em uma razao 2:1 (m:m) em relagdo ao substrato. A reacédo foi mantida
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sob agitacdo (250 rpm) em shaker a 25 °C durante 3 h. Apos filtracdo da enzima, o produto
foi extraido com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase organica foi tratada com NaSOg anidro. Apos
filtracdo e evaporacédo do solvente, o produto bruto foi purificado por cromatografia em gel de
silica usando como eluente hexano:CH2Cl» (6:4), levando a obtencéo de (R)-3 (18 mg, 44% de
rendimento; e.e. 96%) e de (S)-3-Ac (23 mg, 47% de rendimento; e.e. 95%).

5.6.3.1 Hidrolise enzimética do (S)-3-Ac

Em um Erlenmeyer de 1 mL, adicionaram-se 19,4 mg (0,0678 mmol) do (S)-3-Ac
e 136 uL de THF (co-solvente), seguidos de 543 pL de tampdo fosfato de sédio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) tampdo:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 78 mg da lipase de
Candida antarctica B, em uma razdo 4:1 (m:m) em relacdo ao substrato. A reac¢do foi agitada
durante 68 h a 40 °C, seguido de filtracdo para remoc¢do da enzima. O produto foi extraido
com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase organica foi tratada com Na>SOs anidro. Apo6s filtragcdo e
evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, o produto foi purificado por cromatografia em gel
de silica usando como eluente hexano:CH.Cl (6:4), levando a obtencéo de (S)-3 (12,7 mg,

e.e. 95%) com rendimento de 77%.

5.6.4 Resolucdo cinética enzimatica do rac-4-Ac

Em um Erlenmeyer de 5 mL adicionaram-se 47,5 mg (0,163 mmol) de rac-4-Ac e
325 ulL de MeCN (co-solvente), seguidos de 1,3 mL de tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) tampéo:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 95 mg da lipase de
Candida antarctica B, em uma razéo 2:1 (m:m) em relacdo ao substrato. Manteve-se a reacao
sob agitacdo (250 rpm) a 25 °C durante 3 h. Apos filtracdo da enzima, o produto foi extraido
com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase orgénica foi tratada com Na>SOs anidro. Apos filtragdo e
evaporacdo do solvente, o produto bruto foi purificado por cromatografia em gel de silica
usando como eluente hexano:CH2Cl, (7:3), levando a obtencdo de (R)-4 (21 mg, 52% de
rendimento; e.e. 97%) e de (S)-4-Ac (20 mg, 42% de rendimento; e.e. 95%).

5.6.4.1 Sintese do (R)-4-Ac

Em um bal&o de 5 mL adicionou-se 6,5 mg (0,03 mmol) de (R)-4 dissolvido em 1
mL de CHCl;, concentracdo 0,1 mol/L. Em seguida acrescentou-se anidrido acético (25 pl,
0,3 mmol, 10 eq.) e DMAP (3 mg, 0,03 mmol, 1 eq.). Ap6s 10 min, evaporou-se o solvente
sob pressdo reduzida e purificou-se o produto bruto por cromatografia em gel de silica,
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utilizando como eluente hexano:CH.Cl,, 7:3, levando a obtencdo de (R)-4-Ac (5,5 mg, 72%

de rendimento, e.e. 97%).

5.6.4.2 Hidrolise enzimética de (S)-4-Ac

Em um Erlenmeyer de 1 mL adicionaram-se 20,4 mg (0,0675 mmol) de (S)-4-Ac
e 137 uL de THF (co-solvente), sequidos de 548 uL de tampao fosfato de sodio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) tampdo:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 78 mg da lipase de
Candida antarctica B, em uma razdo 5:1 (m:m), em relacdo ao substrato. A reacdo foi agitada
durante 120 h a 40 °C, seguido de filtracdo para remoc¢do da enzima. O produto foi extraido
com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase organica foi tratada com Na>SO4 anidro. Apos filtracdo e
evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida, o produto bruto foi purificado por
cromatografia em gel de silica usando como eluente hexano:CH2Cl> (7:3), levando a obtengéo
de (S)-4 (13,7 mg, e.e. 95%) com rendimento de 80%.

5.6.5 Resolucdo cinética enzimatica de rac-5-Ac

Em um Erlenmeyer de 10 mL adicionaram-se 20 mg (0,068 mmol) de rac-5-Ac e
136 pL de MeCN (co-solvente), seguidos de 544 uL de tampéao fosfato de sédio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) tampéo:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 40 mg da lipase de
Candida antarctica B, em uma razdo 2:1 (m:m) em relacéo ao substrato. A reacdo foi mantida
sob agitacdo (250 rpm) a 25 °C durante 5 h. Apos filtracdo da enzima, o produto foi extraido
com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase organica foi tratada com Na>SOa. Apos filtracdo e evaporagédo
do solvente, o produto bruto foi purificado por cromatografia em gel de silica usando como
eluente hexano:CH2Cl; (1:1), levando a obtencédo de (R)-5 (8,2 mg, 48% de rendimento; e.e.
96%) e de (S)-5-Ac (7,5 mg, 39.5% de rendimento; e.e. 96%).

5.6.5.1 Hidrolise de (S)-5-Ac

Em um Erlenmeyer de 1 mL adicionaram-se 7,5 mg (0,026 mmol) de (S)-5-Ac e
52 uL de MeCN (co-solvente), seguidos de 208 uL de tampao fosfato de sodio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) tampéo:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 30 mg da lipase de
Candida antarctica B, em uma razdo 4:1 (m:m) em relacdo ao substrato. A reacgdo foi agitada
durante 96 h a 40 °C, seguido de filtracdo para remog¢éo da enzima. O produto foi extraido
com AcOEt (3 x 1 mL) e a fase organica foi tratada com Na>SOa. Apos filtracdo e evaporagédo

do solvente, o produto bruto foi purificado por cromatografia em gel de silica usando como
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eluente hexano:CH2Cl> (1:1), levando a obtencéo de (S)-5 (3,8 mg, e.e. 96%) com rendimento
de 57,5% e de (S)-5-Ac (2,3 mg, e.e 96%) com rendimento de 30,7%.

5.6.6 Resolucdo cinética enzimatica de rac-6-Ac

Em um Erlenmeyer de 10 mL adicionaram-se 30 mg (0,108 mmol) de rac-6-Ac e
216 puL de THF (co-solvente), seguidos de 864 uL de tampdo fosfato de sédio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) tampdo:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 60 mg da lipase de
Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead 150 em uma razdo 2:1 (m:m) em
relacdo ao substrato. A reacgdo foi mantida sob agitacdo (250 rpm) a 40 °C durante 24 h. Ap6s
filtracdo da enzima, o produto foi extraido com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase organica foi tratada
com NaxSO4 anidro. Apos filtracdo e evaporagdo do solvente, o produto bruto foi purificado
por cromatografia em gel de silica usando como eluente hexano:CH2Cl» (1:1), levando a
obtencéo de (R)-6 (14 mg, 41% de rendimento; e.e. >99%) e de (S)-6-Ac (15 mg, 48% de
rendimento; e.e. >99%).

5.6.6.1 Hidrolise enzimética de (S)-6-Ac

Em um Erlenmeyer de 10 mL adicionaram-se 29 mg (0,104 mmol) de (S)-6-Ac e
208 L de MeCN (co-solvente), seguidos de 832 uL de tampao fosfato de sédio 100 mM (pH
7), razdo 80:20 (v/v) tampdo:co-solvente. Em seguida, adicionou-se 87 mg da lipase de
Candida rugosa, em uma razdo 3:1 (m:m) em relacdo ao substrato. A reacdo foi agitada
durante 96 h a 30 °C, seguido de filtracdo para remoc¢do da enzima. O produto foi extraido
com AcOEt (3 x 5 mL) e a fase organica foi tratada com Na.SOs. Apéds filtracdo e
evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida, o produto bruto foi purificado por
cromatografia em gel de silica usando como eluente hexano:CH2Cl> (1:1), levando a obtengéo
de (S)-6 (13 mg, e.e.> 99%) com rendimento de 53% e de (S)-6-Ac (11.1 mg, e.e >99%) com
rendimento de 38.4%.

5.7 Calculo do excesso enantiomérico, da conversao e da enantiosseletividade

Os calculos dos excessos enantiomeéricos de substrato remanescente e produto nas
resolucdes cinéticas, via hidrélise, dos acetatos de alquinilcarbindis racémicos foram
realizados através das analises dos cromatogramas obtidos por CG-DIC, de acordo com a

Equacéo 1.
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Equacdo 1. Equacdo empregada no calculo de excesso enantiomérico (e.e.).

)_érea do enantiémero majoritario—area do enantiomero minoritario

e.e.(% x 100%

area do enantiomero majoritario+area do enantiomero minoritario

As converses nas reacOes de resolucdo cinetica enzimatica foram calculadas

através da Equacéo 2.

Equacédo 2. Equacao empregada no calculo de converséo (c) para reacoes de resolucéo cinética enzimatica.

e.es

(%) = x 100%

e.esteep

Os resultados de enantiosseletividade (E) foram calculados através da Equacéo 3.

Equacéo 3. Equacdo empregada no céalculo da enantiosseletividade (E).

_ In[1-c(1+e.e.p)]
- In[1-c(1-e.e.p)]

5.8 Dados fisicos e espectrométricos

rac-2-Ac: Oleo amarelo (70% Hexano/CH.Cl) Rf 0,5. RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm):
6,02 (q, J 2,1 Hz, 1H); 2,54 (d, J 2,4 Hz, 1H); 2,22 (td, J 6,9 e 2,1 Hz, 2H); 2,13 (s, 3H); 1,62
— 1,46 (m, 2H); 1,42-1,22 (m, 20H); 0,88 (t, J 6,6 Hz, 3H). RMN 3C (75 MHz, CDCl3) §
(ppm): (CO) 169,13; (C=C) 87,12; (C=C) 78,17; (C=C) 73,55; (C=C) 72,94; (CH-OH) 52,22;
(10 CH2) 31,90; 29,64; 29,62; 29,58; 29,46; 29,33; 29,05; 28,81; 28,10; 22,67; (COOCHs3)
20,81; (CH2) 18,68; (CHs) 14,10. HRMS-DCI (CHs4) m/z [M+H]* calculado Ci9Hs3102:
291,2324, encontrado: 291,2338. (S)-2-Ac: [0]p?® = -17,2 (¢ 1,6, CHCI3) (BOURKHIS et al.,
2018).

rac-3-Ac: Oleo amarelo (60% Hexano/CHCl,) Rf 0,6. RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm):
6,08-6,05 (m, 1H); 2,57 (d, J 2,4 Hz, 1H); 2,28 (td, J 7,0 e 0,8 Hz, 2H); 2,12 (s, 3H); 1,58 —
1,45 (m, 2H); 1,42-1,22 (m, 14 H): 0,88 (t, J 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (75 MHz, CDCl3) &
(ppm): (CO) 168,89; (C=C) 83,63; (C=C) 73,98; (C=C) 70,78; (C=C) 67,79; (C=C) 63,90;
(CH-OH) 53,10; (8 CH>) 31,86; 29,52; 29,42; 29,27; 29,02; 28,78; 27,93; 22,65; (COOCHs5)
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20,64; (CH2) 19,23; (CHs) 14,09. HRMS m/z [M]" calculado Ci9H2602: 286,1933,
encontrado: 286,1942. (S)-3-Ac: [a]o® = 45,49 (¢ 0,6, CHCI3) (BOURKHIS et al., 2018).

rac-4-Ac: Oleo (50% Hexano/CH,Cl2:) Rf 0,5. RMN *H (300 MHz, CDCls) § (ppm): 5,96 —
5,84 (m, 2H); 5,54 (d, J 2,4 Hz, 1H); 5,30 (d, J 2,4 Hz, 1H); 2,25 (td, J 6,9 e 2,1 Hz, 2H); 2,10
(s, 3H); 1,55-1,45 (m, 2H); 1,39-1,33 (m, 18H); 0,88 (t, J 6,6 Hz, 3H). RMN C (75 MHz,
CDCls) & (CO) 169.99, (C=C) 133.81, (C=C) 118.66, (C=C) 88.55, (C=C) 75.56, (CH-OH)
65,66, (9 CH.) 32,13, 29,87, 29,85, 29,82, 29,71, 29,56, 29,30, 29,07, 28,65, (COOCHs3)
21,32, (CH2) 18,99, (CH3) 14,32. HRMS m/z [M+H]": calculado Ci9H3302: 293,2481,
encontrado: 293,2481.

rac-5-Ac: Oleo (50% Hexano/CH,Clz:) Rf 0,6. RMN H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 5,32-
5,29 (td, J 7,0 e 0,8 Hz, 2H); 2,41 (d, J 2,4 Hz, 1H); 2,05 (s, 3H); 1,74-1,72 (m, 2H); 1,26 (m,
24 H); 0,85 (t, J 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): (CO) 170,20; (C=C)
81,57; (C=C) 73,59; (CH-OH) 64,12; (12 CH,) 34,85; 32,14; 29,91; 29,89; 29,87; 29,83;
29,74; 29,65; 29,57; 29,30; 25,10; 22,87; (COOCHs;) 21,21; (CH3) 14,33. HRMS m/z
[M+H]": calculado C1gH3402: 294,2559, encontrado: 294,2565.

rac-6-Ac: Oleo amarelo (50% Hexano/CH:Cl2) Rf 0,5. RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm):
1,08 (s, 21 H); 2,13 (s, 3H); 2,54 (d, J 2,4 Hz, 1H); 6,05 (d, J 2,4 Hz, 1H); RMN C (75
MHz, CDCI3) 6 (ppm): 11,2; 18,6; 20,9; 53,3; 73,3; 77,9; 88,1; 99,8; 169,1. HRMS-DCI
(CHs) m/z [M+CzHs-EtOAc]® calculado Ci4H23Si: 219,1563, encontrado: 219,1570
(LISTUNOV et al, 2018).
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6 CONCLUSAO

O estudo de resolucdo cinética enzimatica de alquinilcarbindis, via hidrolise,
catalisada por lipase foi realizado com cinco substratos, sendo quatro de cadeias carbonicas
longas (17 &tomos de carbono) e um com 5 carbonos na cadeia. Através da variacdo de
parametros reacionais tais como co-solvente, relacdo enzima:substrato (m:m), tempo e
temperatura reacional foi possivel estabelecer as melhores condi¢bes para a obtencdo dos
alcoois enantiomericamente puros (2 e 6) e enantioenriquecidos (3, 4 e 5). Exceto para 6, que
foi idealmente resolvido com a lipase T. lanuginosus imobilizada em immobead-150 (TLL),
todos os outros substratos foram resolvidos mais eficientemente na presenca da lipase C.
antarctica B imobilizada em resina acrilica (CAL-B).

Portanto, as resolucdes cinéticas de acetatos de alquinilcarbinol racémicos (rac-2-
6-Ac) mediadas por lipases, por meio de abordagem hidrolitica, produziram tanto (R)-alcoois
quanto os (S)-acetatos em altos valores de excesso enantiomérico (e.e. 95 a > 99%),
conversdes ideais (c= 50%) e enantiosseletividades (E > 200). Ressalta-se que a lipase de C.
antarctica B imobilizada em resina acrilica provou ser um biocatalisador robusto na RCE de
rac-2-5-Ac em meio tampé&o (pH 7,0) e MeCN. No caso do rac-6-Ac, o uso de THF como co-
solvente foi um requisito fundamental para a eficiéncia do processo.

Vale ressaltar que para rac-6-Ac, a lipase de T. lanuginosus imobilizada em
immobead-150 foi eficiente em catalisar a resolugdo cinética ideal (e.e.s e e.e., > 99%; c=
50% e E> 200) somente quando 20% THF foi adicionado ao meio tamponado.
Consequentemente, o0 uso de co-solventes em alguns casos pode ser uma estratégia poderosa
para ajustar a enantiosseletividade da lipase.

Por fim, destaca-se a capacidade da CAL-B em hidrolisar (S)-3-Ac, (S)-4-Ac e
(S)-5-Ac e da lipase de C. rugosa em hidrolisar (S)-6-Ac, nos correspondentes (S)-alcoois,
com manutencdo da pureza enantiomérica. Cabe ressaltar que todos os resultados
apresentados nesse estudo sédo significativamente superiores aos reportados na literatura na

preparacdo dos mesmos compostos via sintese assimétrica (2-5) ou biocatalitica (6).
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Portanto o estudo da RCE desses acetatos de alquinilcarbinol racémicos gerou
duas publicagcdes. Uma parte da RCE dos compostos rac-2-Ac e rac-3-Ac e a atividade
citotoxica dos compostos (R e S) enantiomericamete puros ou enantioenriquecidos foram
publicados no artigo: “Skeletal Optimization of Cytotoxic Lipidic Dialkynylcarbinols”
(BOURKHIS et al, 2018), publicado no periédico ChemMedChem (DOI:
10.1002/cmdc.201800118). A continuacdo do estudo de RCE dos compostos rac-2-Ac e rac-
3-Ac e o estudo de RCE dos compostos rac-5-Ac e rac-6-Ac foram publicados no artigo:
“Lipase-catalysed enantioselective kinetic resolution of rac-lipidic alkynylcarbinols and a C5
synthon thereof via a hydrolysis approach” (ALMEIDA et al., 2020), publicado no periodico
Molecular Catalysis (DOI: 10.1016/j.mcat.2020.110926).
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ANEXO A - RMN *H DE rac-2-Ac (300 MHz, CDCls)

2285 50 REYNSR CUBBBI B
W WY




188,13

ANEXO B - RMN 3C DE rac-2-Ac (75 MHz, CDCls)
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ANEXO C - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO rac-2

Intensity

600000

500000

400000

300000

2000004
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A

0

Pealc Ret. Tune
16.940
17.979

[ =

T T T T T T
10

Area Height Conc.

1192963 148052 49,322
1225761 152123 50.678

Unit Mark ID# Cmpd Name

Total

2418724 300175
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ANEXO D - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO (R)-2 (e.e. >99%)

Intensity
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200000+

17,099/

150000

1000004

50000 L
T L]

T L
0 10 20
Peal®  RetTmme Area Heigl Cone, Unat Mark D% Cmpd Name
o 1 17.099 1286124 156323 100000
Total 1286124 156323
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ANEXO E - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO (5)-2
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ANEXO F - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO rac-2-Ac

Intensity
300000
250000€
200000{
150000{
100000 53
50000{
L
T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
min
Peak# Ret.Time Area Height Conc.  Unit Mark ID# Cr
1 64,287 3546001 96905 50.716
2 65.431 3445934 86391 49.284 Vv
Total 6991935 183296
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ANEXO G - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO (S)-2-Ac (e.e. >99%)

Intensity
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ANEXO H - RMN H DE rac-3-Ac (300 MHz, CDCls)
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ANEXO I - RMN *3C DE rac-3-Ac (75 MHz, CDCls)
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ANEXO J - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO rac-3

Intensity
200000
150000+
100000
50000 2k
- | Iq
o
1
B - AUA
0 T T T T T T
] 10 20 30
min
Pealc# Ret Tume Agea Height Conc. Unit Mark ID## Cmpd Name
1 25,840 712901 39273 49 805
2 26.998 718479 37886 50.195 v
Total 1431380 77159
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ANEXO K - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO (R)-3 (e.e. 96%)

Intensity
300000+
200000+
1000004
[0 EE . S— S — —_ —
T T
0 10 20
Pealc# Ret Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 25.790 151206 9051 2,521
2 26.779 5847309 312261 97.479
Total 5998515 321312
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. ANEXO L - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO (R)-3 (e.e. 98%)
ntensity
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Pealc# Ret. Tume Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 26.011 290872 14147 1.062
2 26.810 27107220 797190 98.938 v
Total 27398092 811337
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ANEXO M - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO (S)-3 (e.e. 95%)

Intensity
1000000
7500004
500000 ;\
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h |
[im L__f\ AN JJ LA
T T T
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Pealc Ret Time Area Height Cone. Unit Mark ID# Cmpd Name
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2 26.976 230564 12321 2397

Total 9617582 515608



ANEXO N - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO rac-3-Ac

Intensity
6000(CF
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1 88089 626166 10251  50.140
2 90047 622664 9001  49.860 v

Total 1248830 19252
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ANEXO O - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO (S)-3-Ac (e.e. 98%)

Intensity
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1 87.882 0026378 115963 98787
2 90.609 110850 2230 1.213 v
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ANEXO P - RMN *H DE rac-4-Ac (300 MHz, CDCls)
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ANEXO Q - RMN C DE rac-4-Ac (75 MHz, CDCls)
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ANEXO R - MASSA DE ALTA RESOLUCAO, MODO POSITIVO DO

COMPOSTO rac-4-Ac

Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons

368 formula(e) evaluated with 2 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)
Elements Used:

C:0-100 H:0-100 N:0-10 0O:0-10

DCI-CH4 GCT Premier CAB109

16-Jul-201915:01:52

20190716-MB1440Ac- 2 (0.033) Cm (2:12-130:132x5.000) TOF MS Cl+
7.7324003

10 307.2628

%
280.25155gp 04042932481 305.2471 308.2664
306.2531
285.0059 2572335 L 294.2515295.2588 o5, gy 3021690303.0275 ‘ | ‘309-.2?23 3102673
T T T i T i T T T 1 T
2825 2850 2875 2000 2025 2950 2975 3000 8025 3050 3075 3100 3125
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Intensity
100000
75000
50000+
25000+ 7
._l - ] _JI\
0_" LR i el bl Il bbbl Il bl I I Il bbb b LR L b
0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110
Pealc? Ret Time Area Height Cone. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 80.625 831741 23007 50,410
2 81.748 818222 23945 49.590 V

ANEXO S - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC DO rac-4-Ac

Total

1649963 46952
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ANEXO T - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC (S)-4-Ac (e.e. 95%)

Intensity
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e
o § _ e
UL R I I I I LI I I LI I I B I T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Pealé#  Ret.Time Area Height Conc.  Unnt Mark ID# Cmpd Name
1 80.163 331789 8815 07322
2 81314 9130 329 2,678
340919 9144
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ANEXO U - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC (R)-4-Ac (e.e. 97%)

Intensity
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2500004
2000004
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] N ) |
C._ﬁ"ll\"_":-'l""""'I""" L 1 L L L LIS ILALELELEL BN I UL AL
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mun
Peal##  Ret.Tume Area Height Cone.  Umit Mark ID# Cmpd Name
1 80438 35071 1211 1,685
2 81605 2046288 55835 98315

Total

2081359 57046
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ANEXO V - RMN *H DE rac-5-Ac (300 MHz, CDCls)
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ANEXO W - RMN 3C DE rac-5-Ac (75 MHz, CDCls)
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ANEXO X - MASSA DE ALTA RESOLUC;AO, MODO POSITIVO DO COMPOSTO
rac-5-Ac

Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
361 formulafe) evaluated with 1 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)

Elements Used:
C:0-100 H:0-100 N:0-10 O:0-10
DCI-CH4 GCT Premier CAB109 16-Jul-201915:13:24
20180716-HN230Ac- 17 (0.283) Cm (15:26-144:148x5.000) TOF MS Cl+
43184002
295.2660
10
296.2687
2972820
2043077 | 2953535 oogogms  299ZEES 0 oe
m'z

280.0 291.0 202.0 293.0 2840 295.0 2086.0 297.0 288.0 299.0 300.0



ANEXO Y - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC rac-5

Intensity

108

2000C
15000+
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g
5000 W \
| /
O__L— R = 5 e 8 A
——— T —rr 1 —r T — — T —
0 10 20 30 40 50 60
min
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 51.863 213813 6754 49651
2 53.938 216820 6719 50.349

Total 430633 13473



ANEXO Z - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC (R)-5 (e.e. 96%)
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ANEXO AA - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC (S)-5 (e.e. 96%)

Intensity
=
750004
50000
25000 ‘ \
] z J |
o | -
T T T T T T T T T T T T T T
V] 10 20 30 40 50 60 70
mumn
Peals# Ret Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 51.481 62660 1902 2212
2 53.426 2770348 84115 97.788

Total 2833008 86017



ANEXO AB - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC rac-5-Ac

Intensity
20000
15000+
10000 o=
5000 | ”
:JL . S S U S5 S
T 1 T T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Peals# Ret Time Area Height Conc. Unit Mark TDkx Cmpd Name
1 65.832 321205 9320 48396
2 68.400 342493 9570 51.604
Total 663698 18890
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ANEXO AC - RMN 'H DE rac-6-Ac (300 MHz, CDCls)
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ANEXO AD - RMN %3C DE rac-6-Ac (75 MHz, CDCls)
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ANEXO AE - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC rac-6

114

Intensity
750004
500004
25000
J H |
0__&“_4
T T — T T T
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Pealc# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 39437 248631 12969 50.905
2 40.133 239792 11422 49.095
Total 488423 24391



ANEXO AF - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC (R)-6 (e.e.> 99%)

Intensity
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ANEXO AG - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC (S)-6 (e.e.> 99%)

Intensity
400000

300000
200000
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e LA B s i i e e e S e
0 10 20 30 40
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Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 38.205 2592854 104085 100,000
Total 2592854 104085




ANEXO AH - CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG-DIC rac-6-Ac

Intensity

30000
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20000
150004
10000- g 3
¥
5000 * [
. | M
b |
0_- —J L_M e A,Z_L }i
0 10 20 30
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 28.728 141761 8430 49815
2 30446 142813 8161  50.185

Total 284574 16591
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